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ALFABETYCZNY WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACSF - sztuczny ptyn mézgowo-rdzeniowy (ang. artificial cerebrospinal fluid);
ACTH - adrenokortykotropina (ang. adrenocorticotropic hormone);

AMPA - kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy;

CA1 - pole cytoarchitektoniczne hipokampa wtasciwego;

CBX - karbenoksolon;

CCH - karbachol;

CORT - kortykosteron;

CRH - hormon uwalniajacy kortykotropine, kortykoliberyna (ang. corticotropin-
releasing hormone);

D-AP5 - kwas 2-Amino-5-fosfonopentanowy;

DNQX - 6,7-dinitrochinosalino-2,3-dion;

EC - kora $r6dwechowa (ang. entorhinal cortex);

EEG - elektroencefalografia;

FFT - algorytm transformaty Fouriera (ang. Fast Fourier Transform);

GABA - kwas y-aminomastowy;

HPA - 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis);

HPC - formacja hipokampa (ang. hippocampal formation);

LFP - lokalne potencjaly polowe (ang. local field potentials);

LIA - wysokoamplitudowa aktywno$¢ zdesynchronizowana (ang. large irregular
activity);

MFB - peczek przysrodkowy przodomézgowia (ang. medial forebrain bundle);

MPOs - wahania potencjatu btonowego (ang. membrane potential oscillations);



MS - przegroda przysrodkowa (ang. medial septum);

MS/vDBB - kompleks przegrody przysrodkowej i jadra pasma przekatnego Broki;
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy;

NR - neurony niezalezne od rytmu theta (ang. non-related neurons);

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy;

PH - jadra tylnego podwzgorza (ang. posterior hypothalamic nuclei);

PHa - obszar tylnego podwzgo6rza (ang. posterior hypothalamic area);

PPT - jadro konarowo-mostowe nakrywki (ang. pedunculopontine tegmental
nucleus);

PVN - jadro przykomorowe (ang. paraventricular nucleus);

RPO - przednie jadro siatkowate mostu (ang. oral pontine reticular nucleus);

SPL - spironolakton;

SuM - jadro nadsuteczkowate (ang. supramammillary nucleus);

vDBB - jadro pasma przekatnego Broki (ang. vertical limb of the diagonal band

of Broca).



STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Jednym z typow oscylacji rejestrowanych w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) jest rytm theta, ktory charakteryzuje sie miarowym, niemal sinusoidalnym
przebiegiem. Funkcjonalnie jest on powigzany z procesami pamieciowymi,
integracja sensomotoryczng, aktywnos$cia ruchowa oraz nawigacja przestrzenna.
U gryzoni rytm theta mozna zarejestrowa¢ w przedziale czestotliwosci 3-12 Hz
z réznych obszaréw osrodkowego uktadu nerwowego, przy czym najczesciej
badang strukturg pozostaje formacja hipokampa (HPC). Nie dziata ona jednak
samodzielnie - powstawanie rytmu theta w HPC zwiazane jest z aktywacja szeregu
struktur potozonych na réznych pietrach OUN, ktére okreslono jako wstepujacy
uktad synchronizujacy. Uktad ten ma swoéj poczatek w jadrach pnia mézgu, skad
impulsacja toniczna przekazywana jest do obszaru tylnego podwzgoérza (PHa).
W sktad tego obszaru wchodza jadro nadsuteczkowate (SuM) i jadra tylnego
podwzgérza (PH), ktére przekazuja impulsacje do obszaru przegrody
przysrodkowej, skad dociera ona do struktur limbicznych, w tym formacji

hipokampa.

Jednym z modeli doswiadczalnych wykorzystywanych przy badaniach nad
aktywnoscia theta jest model izolowanych preparatéw in vitro. Pierwsze badania
pozaustrojowe wykorzystujace hipokampalne skrawki mézgu przeprowadzone
zostaty juz w 1966 roku przez Yamamoto i Mcllwaina. Z kolei w 1987 roku
przeprowadzono badania elektrofizjologiczne na skrawkach, w ktorych
zarejestrowano rytm zblizony do aktywnos$ci theta obserwowanej in vivo -
zapoczatkowato to cykl badan nad rytmem theta w warunkach pozaustrojowych.
Dzieki odpowiedniemu przygotowaniu preparatdw i pdzniejszemu ich
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utrzymywaniu w warunkach zblizonych do naturalnego $rodowiska, mozna
zapewni¢ neurochemiczng charakterystyke skrawkow jak najbardziej podobng do
tej naturalnej. W warunkach in vitro mozna obserwowa¢ rytm theta typu 2

o przedziale czestotliwos$ci 4-7 Hz i potwierdzonym charakterze cholinergicznym.

W badaniach prowadzonych przez Kowalczyka i wsp. dowiedziono, Ze obszar
tylnego podwzgdrza zdolny jest nie tylko do modulowania hipokampalnego rytmu
theta (jako element wstepujacego uktadu synchronizujacego), ale roéwniez
do generowania lokalnego rytmu theta samodzielnie. W zwigzku z tym, Ze podtoza
neurochemiczne oraz neuronalne oscylacji theta w PHa s3 wcigz nie w petni
poznane, gtéwnymi celami tego opracowania byto okreslenie tego, jaki udziat
w powstawaniu i/lub modulowaniu rytmu w obszarze tylnego podwzgérza maja
receptory glutaminianergiczne i kortykosteroidowe oraz opisanie charakterystyki
wyltadowan pojedynczych neuronéw tego obszaru zwigzanych z lokalnym
glutaminianergicznym rytmem theta. W zaprezentowanych w niniejszej pracy
doswiadczeniach rytm theta rejestrowano z preparatow PHa utrzymywanych

pozaustrojowo.

W pierwszym cyklu doswiadczalnym badano zdolno$¢ preparatéw in vitro PHa
do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu réznego typu receptorow
glutaminianergicznych. Uzyskane wyniki pozwolity wykaza¢, iz preparaty in vitro
PHa s3 zdolne do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw
glutaminianergicznych zaréwno poprzez perfuzje roztworem kwasu kainowego,
jak i roztworem NMDA. Natomiast preparaty te nie s3 zdolne do generowania
lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych poprzez

perfuzje roztworem AMPA.



W drugim cyklu badawczym okreslano charakterystyke wytadowan pojedynczych
neuronéw obszaru tylnego podwzgérza w powigzaniu z lokalnym,
glutaminianergicznym rytmem theta. Na podstawie wynikéw skonkludowano,
iz wiekszo$¢ neuronéw wzbudzonych w PHa aktywacja glutaminianergiczna
wykazuje wzorzec aktywnoSci niezwigzany z lokalnym rytmem theta - tylko
pojedyncze komorki sklasyfikowano, jako tzw. neurony theta-zalezne, a doktadniej
komoérki theta-on. Istnieje tez duza grupa neurondw rejestrowanych w obszarze
tylnego podwzgdrza po pobudzeniu glutaminianergicznym, ktéra zaklasyfikowana

zostata jako neurony chronometryczne.

W trzecim cyklu badawczym, celem byta charakterystyka wptywu aktywacji
receptorow kortykosteroidowych na glutaminianergiczny rytm theta rejestrowany
w PHa. Wykazano, ze pobudzenie receptoréw Kortykosteroidowych podczas
generowania epizodéow rytmu theta wywotanych przez aktywacje receptoréw
glutaminianergicznych w preparatach PHa powoduje wzmocnienie oscylacji -
zaro6wno amplitudy, jak i mocy dominujgcego pasma czestotliwosci rejestrowanego

lokalnie rytmu theta.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej dowodza, iz receptory
glutaminianergiczne typu kainowego oraz typu NMDA, w przeciwienstwie
do receptoréw typu AMPA, biorg udziat w generowaniu lokalnego rytmu theta
w PHa. Z kolei aktywacja receptoré6w mineralokortykosteroidowych moduluje tak

wywotany rytm, prowadzac do zwiekszenia jego podstawowych parametrow.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

One of the types of oscillations recorded in the central nervous system (CNS) is the
theta rhythm, which is characterized by a regular, almost sinusoidal course.
Functionally, it is related to memory processes, sensorimotor integration, motor
activity, and spatial navigation. In rodents, theta rhythm can be recorded in the
frequency range of 3-12 Hz from various areas of the CNS, with the hippocampal
formation (HPC) remaining the most frequently studied structure. However,
the HPC does not work independently - the generation of the theta rhythm in the
HPC is associated with the activation of a number of structures located on different
levels of the CNS, which have been defined as the ascending synchronizing pathway.
This system originates in the brainstem nuclei, from which tonic impulses are
transmitted to the posterior hypothalamic area (PHa). This region includes the
supramammillary nucleus (SuM) and the posterior hypothalamic nuclei (PH), which
transmit impulses to the medial septal area, from where it reaches limbic structures,

including the hippocampal formation.

One of the experimental models used in research on theta activity is the model
of isolated in vitro preparations. The first extracorporeal studies using hippocampal
brain sections were carried out in 1966 by Yamamoto and Mcllwain. Subsequently,
in 1987, electrophysiological studies were carried out on brain sections in which
a rhythm similar to the theta activity observed in vivo was recorded - this initiated
a series of studies on the theta rhythm in in vitro conditions. By appropriately
preparing the brain sections and maintaining them in conditions similar to those
of the natural environment, it is possible to ensure that the neurochemical

characteristics of the sections are as close as possible to the natural ones. Using the
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in vitro method, a type 2 theta rhythm, with a frequency range of 4-7 Hz and

a confirmed cholinergic character, can be observed.

Research conducted by Kowalczyk et al. demonstrated that the PHa is capable not
only of modulating the hippocampal theta rhythm (as part of the ascending
synchronizing pathway), but also of generating the local theta rhythm on its own.
Since the neurochemical and neuronal basis of theta oscillations in the PHa are still
not fully understood, the main goals of this study were to determine the role
of glutamatergic and corticosteroid receptors in the formation and/or modulation
of the rhythm in the posterior hypothalamic area and to describe the characteristics
of single neurons' discharges in this area related to the local glutamatergic theta
rhythm. In the experiments presented in this paper, the theta rhythm was recorded

from the PHa preparations maintained extracorporeally.

In the first experimental cycle, the ability of in vitro PHa preparations to generate
local theta rhythm after stimulation of various types of glutamatergic receptors was
tested. The obtained results allowed us to demonstrate that in vitro PHa
preparations can generate a local theta rhythm after stimulation of glutamatergic
receptors both by perfusion with kainic acid solution and NMDA solution. However,
the sections are not able to generate a local theta rhythm after stimulation

of glutamatergic receptors by perfusion with AMPA solution.

In the second research cycle, the discharge characteristics of single neurons in the
posterior hypothalamus were determined in connection with the local
glutamatergic theta rhythm. Based on the results, it was concluded that most
neurons stimulated in the PHa by glutamatergic activation show an activity pattern

unrelated to the local theta rhythm - only single cells were classified as the so-called
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theta-dependent neurons, or more precisely theta-on cells. There is also a large
group of neurons recorded in the posterior hypothalamus after glutamatergic

stimulation, which are classified as timing neurons.

In the third research cycle, the aim was to characterize the effect of activation
of corticosteroid receptors on the glutamatergic theta rhythm recorded in the PHa.
It has been shown that stimulation of corticosteroid receptors during the generation
of theta rhythm episodes caused by the activation of glutamatergic receptors in the
PHa preparations results in amplification of oscillations - both the amplitude and

the power of the dominant frequency of the locally recorded theta rhythm.

The results presented in this doctoral dissertation prove that kainate-type and
NMDA-type glutamatergic receptors, unlike AMPA-type receptors, are involved
in the generation of the local theta rhythm in the PHa. In turn, activation
of mineralocorticoid receptors modulates the rhythm induced by such a stimulation,

leading to an increase in its basic parameters.



1. WSTEP



Oscylacje (rytmy) w osSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) stanowig specyficzny
wzorzec regularnej aktywnos$ci bioelektrycznej, wynikajacej z komunikacji
pomiedzy grupami neurondéw. Rozréznia sie odmienne skale rytmoéw, w zaleznosci
od poziomu organizacyjnego oscylacji. W mikroskali mowa jest o rytmicznej
synchronizacji wytadowan poszczegélnych neuronéw -  potencjatow
czynnos$ciowych pojedynczych komoérek oraz potencjatéw postsynaptycznych.
W mezoskali istotna jest synchronizacja grup (sieci) neuronéw, podczas ktérej ma
miejsce interferencja zsumowanych potencjatéw bioelektrycznych. Gdy wieksze
sieci neuronalne ulegaja synchronizacji i oscylacje maja wyzsza amplitude oraz
dalszy zasieg, mozna méwi¢ o lokalnych potencjatach polowych (ang. local field
potentials; LFP). W makroskali kluczowym elementem s3 funkcjonalne sprzezenia
zwrotne pomiedzy odleglymi od siebie obszarami moézgu. Dodatnie sprzezenia
zwrotne sprzyja¢ beda powstawaniu LFP, natomiast ujemne skutkowa¢ beda

desynchronizacjg (Wang, 2010).

Zsynchronizowana aktywno$¢ bioelektryczna osrodkowego ukiadu nerwowego
moze przejawiac rozny zakres czestotliwosci i z tego powodu wyrdznia sie rézne
rytmy: alfa, beta, theta, delta, gamma. Odrebne wzorce aktywnoSci
encefalograficznej (EEG) u cztowieka zauwazyl niemiecki badacz i psychiatra,
a jednocze$nie twoérca aparatury umozliwiajacej rejestrowanie aktywnosci EEG,
Hans Berger (Buzsaki, 2006). Poczatkowo, wiekszos¢ swoich eksperymentow
prowadzit na sobie, swoich dzieciach oraz na pacjentach z defektami kosci czaszki.
Wyniki badan pozwolilty zaobserwowa¢ Bergerowi dwa gtéwne typy fal: fale

o wyzszej amplitudzie i czestotliwosci ok. 10 Hz, wystepujace podczas czuwania,
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po zamknieciu oczu oraz fale o amplitudzie nizszej, lecz znacznie szybsze,
wystepujace podczas gdy pacjent miat otwarte oczy. Pierwszy rodzaj oscylacji
badacz nazwat falami alfa, a drugi falami beta, gdyz taka byta kolejnos¢, w jakiej je

dostrzegt (Ryc. 1; Buzsaki, 2006; Niedermeyer, 1997).

PEI R R —— — -

Rytm theta, z ktorym powigzany jest temat niniejszej pracy doktorskiej, to jeden
z najsilniej zsynchronizowanych wzorcéw aktywno$ci oscylacyjnej obserwowany
w mozgach ssakéw. U ludzi rytm ten rejestrowany jest z przySrodkowego obszaru
plata czotowego oraz z kory skroniowej i charakteryzuje sie przedziatem
czestotliwosci fal od 4 do 7 Hz (Mitchell i wsp., 2008). Aktywnos¢ oscylacyjna theta
u cztowieka wystepuje w zapisie elektroencefalograficznym np. podczas nawigacji

przestrzennej, ktéra powigzana jest z integracjg sensomotoryczng (Ekstrom i wsp.,
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2005), podczas snu paradoksalnego (Bodizs i wsp., 2001; Nishida
i wsp., 2009) oraz podczas aktywnos$ci zwigzanych z procesami jezykowymi
(Bastiaansen i Hagoort, 2006), pamieciowymi czy analitycznymi (Anderson i wsp.,
2010; Legaiwsp., 2012; Nishida i wsp., 2009). Co wiecej, rytm theta zostat okreslony
jako prawdopodobny, nieswoisty ,biomarker” niektérych stanéw patologicznych
OUN. Znaleziono statystycznie istotne zmiany w obecno$ci aktywnos$ci theta
u pacjentéw z chorobg Alzheimera, gdy poréwnywano ich zapis EEG z zapisami 0s6b
zdrowych (Gallego-Jutgla i wsp., 2012, 2015). Innym zaburzeniem, przy ktérym
wystepowanie tego wzorca EEG mogtoby by¢ potencjalnie pomocne w diagnozie
jest np. padaczka (Colom, 2006). Wykazano rowniez Scistg zalezno$¢ miedzy silnymi
reakcjami stresowymi a obecnos$cig rytmu theta i przetwarzaniem zadan
pamieciowych (Gartner i wsp., 2014; Vertes i McKenna, 2000). Ponadto,
udowodniono odmienny wzrost synchronizacji elektroenecefalograficznej
w czestotliwosci theta u pacjentéw z objawami stresu pourazowego takimi jak stany

depresyjne i lekowe (Dunkley i wsp., 2015).

Podstawowym materialem wykorzystywanym w neurobiologicznych badaniach
aktywnosci oscylacyjnej OUN sg gryzonie, szczegllnie myszy i szczury (Green i wsp.,
1960; Kramis i wsp., 1975). U tej grupy ssakéw rytm theta okreSlany jest
w przedziale czestotliwosci 3-12 Hz i charakteryzuje sie regularnym, zblizonym do
sinusoidy, przebiegiem (Bland, 1986). AktywnoS$ciami, z ktérymi jest on powigzany
u gryzoni, sa procesy pamieciowe (Bland, 1986; Elazar i Adey, 1967; Vertes i Kocsis,
1997), nawigacja przestrzenna (Vertes i Kocsis, 1997; Winson, 1978), integracja
czuciowo-ruchowa (Bland i wsp., 2006), aktywno$¢ motoryczna (Bland i Oddie,

2001), ale tez zjawisko dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (long term
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potentiation; LTP; Huerta i Lisman, 1996, 1995). Rytm theta u gryzoni rejestrowany
jest z réznych struktur OUN, lecz najcze$ciej prowadzone sg badania w korze
limbicznej, a w szczeg6lnosci formacji hipokampa (hippocampal formation; HPC;
Buzsaki, 2002; Colgin, 2016; Vanderwolf, 2003). DoSwiadczenia przeprowadzane
w tej strukturze pomagaty zdefiniowa¢ podstawowe cechy charakterystyczne

aktywnosci oscylacyjnej theta i stanowig kanon jej poznania.

1.2.1. Rytm theta w HPC

Badania rytmu theta w formacji hipokampa pozwolilty okresli¢ zaréwno jego
powigzania z réznymi typami aktywnos$ci behawioralnej zwierzat, jak i podioze
neurochemiczne tego wzorca EEG. W ciggu ostatnich lat zostato eksperymentalnie
udowodnione, ze rytm theta mozna rejestrowac¢ zaréwno w modelu swobodnie
poruszajacych sie szczuréw (O’Keefe i Dostrovsky, 1971; Woodnorth i McNaughton,
2002), w modelu znieczulonych uretanem zwierzagt w warunkach in vivo (Bocian
i wsp., 2011; Green i Arduini, 1954), jak i w modelu in vitro, czyli w odnerwionych
preparatach formacji hipokampa (Konopacki i wsp., 1987b; Kowalczyk i wsp.,

2013a; Kowalczyk i Konopacki, 2002).

Ze wzgledu na specyfike neurochemiczng, rytm theta u gryzoni podzielono na dwa
typy: rytm theta typu 1 oraz 2. Typ 1 (7-12 Hz) jest zwigzany z aktywnos$cig ruchowa
zwierzecia i ma charakter niecholinergiczny (prawdopodobnie gtéwnie
serotoninergiczny; Gutiérrez-Guzman i wsp., 2017; Vanderwolf i Baker, 1986).
Co wiecej, podanie wiekszosci anestetykdw skutkuje ttumieniem tego typu rytmu,
obserwowany jest zatem u zwierzat swobodnie poruszajacych sie (Vanderwolf,
1969). Typ 2 (4-7 Hz) zwiazany jest ze znieruchomieniem zwierzecia i ma charakter

cholinergiczny. Ten typ rytmu theta wywolywany jest przez podawanie agonistow
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receptoréow cholinergicznych muskarynowych (acetylocholine, karbachol; CCH),
a blokowany przez antagoniste tych receptoréw (siarczan atropiny; Bland, 1986).
Dodatkowo, podawanie zwigzkéw anestetycznych nie ma wplywu na generowanie
tego typu rytmu, przez co jest mozliwy do obserwowania i analizowania
w badaniach z wykorzystaniem narkozy farmakologicznej (Bland, 1986;
Gotebiewskiiwsp., 1996; Kowalczyk i wsp., 2013a; Leung, 1998; Vanderwolf, 1969).
[stniejg rowniez dowody na to, Ze przy generowaniu tego typu rytmu theta bierze
udziat uktad GABAergiczny (GABA - kwas y-aminomastowy; Konopacki
i Gotebiewski, 1993; Smythe i wsp., 1992). Warto doda¢, iz istnieja dane
eksperymentalne wskazujace réwniez, na prawdopodobny udziat transmisji
glutaminianergicznej w generowaniu hipokampalnej aktywnos$ci theta. Badania
prowadzone w  ostatnich  kilkunastu latach  pozwolily = wykaza¢,
iz septohipokampalne projekcje glutaminianergiczne moga petni¢ funkcje
swoistego 1acznika pomiedzy rytmem theta typu 2, modulowanym przez
pobudzenie cholinergiczne i GABAergiczne, a rytmem theta typu 1, zwigzanym

z ruchem zwierzecia (Bland i wsp., 2007; Kazmierska i Konopacki, 2013).

1.2.2. Charakterystyka rytmu theta w réznych modelach badawczych

Pierwszym istotnym modelem wykorzystywanym w badaniach rytmu theta jest
model in vivo, w ktéorym to zwierzeta poddaje sie narkozie farmakologiczne;j.
Jednymi z pierwszych badan wykorzystujacych i szerzej opisujacych rejestracje
aktywnosci elektrofizjologicznej z HPC podczas uSpienia zwierzecia byty
doswiadczenia Greena i Arduiniego, ktére to autorzy przeprowadzili na krélikach,
kotach oraz matpach (Green i Arduini, 1954). W kolejnych latach, gtéwnym

modelem zwierzecym, na ktérym badato sie ten wzorzec aktywnos$ci EEG, zostaty
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gryzonie, a przede wszystkim szczury i myszy. Wiodacym naukowcem, ktérego
grupa badawcza wysoce przyczynita sie do glebszego poznania charakterystyki
hipokampalnego rytmu theta, byt Brian H. Bland. Jego zesp6t badat mechanizmy
elektrofizjologiczne oraz neurochemiczne zwigzane z generowaniem rytmu theta
w HPC (Bland, 1986). Naukowcy wykazali, iz u gryzoni oscylacje theta tworzone s3
przez sinusoidalng aktywno$¢ polowa o czestotliwosci od 3 do 12 Hz i wysokiej
amplitudzie (od 0,2 do 2 mV) (Bland, 1986; Bland i wsp., 2002; Bland i Colom, 1993;

Bland i Oddie, 2001).

Kolejnym czesto stosowanym modelem badawczym jest model swobodnie
poruszajacych sie zwierzat. Jednymi z pierwszych naukowcéw,
ktérzy wykorzystali ten model byli O'Keefe i Dostrovsky (1971). Zarejestrowali oni
aktywnos¢ elektryczng pojedynczych neuronéw w HPC u swobodnie poruszajacych
sie szczuréw, ktére mogty bez przeszkdd eksplorowac duze pomieszczenie (O’Keefe
i Dostrovsky, 1971; O’Keefe i Nadel, 1978). Wykazali, Ze niektére neurony
w hipokampie byly selektywnie aktywne w okreslonych lokalizacjach
w Srodowisku. To przelomowe odkrycie przyczynito sie do tezy, ze hipokamp
odgrywa fundamentalng role w nawigacji przestrzennej i procesach pamieciowych,
i ostatecznie doprowadzito do opracowania teorii tzw. komoérek miejsca (ang. place
cells), czyli neuronéw formacji hipokampa, ktére ulegaja selektywnej aktywaciji,
gdy zwierze znajduje sie w okreslonym miejscu w Srodowisku (Burgess i O’Keefe,

2011).

Trzecim modelem doswiadczalnym, Kktéry jednoczesnie jest najistotniejszy
w Swietle niniejszego opracowania, jest model in vitro. Pierwszych skrawkéw

mozgu zawierajacych formacje hipokampa uzyto w badaniach pozaustrojowych juz
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w 1966 roku (Yamamoto i Mcllwain, 1966). W badaniach prowadzonych w tym
modelu doswiadczalnym najbardziej kluczowym elementem jest odpowiednie
preparowanie skrawkéw moézgowych. Dzieki temu wewnetrzna budowa, uktad
potaczen synaptycznych oraz charakterystyka neurochemiczna preparatu pozostaja
zblizone do naturalnych (Konopacki i wsp., 1987; Konopacki i wsp., 1987a; Skrede
i Westgaard, 1971). Niezbednym jest tez utrzymywanie ich w warunkach
przypominajacych naturalne Srodowisko. W zwiagzku z tym, ze preparaty in vitro sa
odnerwione, przez co potagczenia miedzy HPC a innymi strukturami OUN, istotnymi
dla generowania aktywnoSci theta, s3 przerwane, w warunkach pozaustrojowych
nie rejestruje sie spontanicznego rytmu theta w formacji hipokampa (Kowalczyk
i wsp., 2013a). Jednakze aktywno$¢ ta moze by¢ wywotana farmakologicznie
(np. przez podanie zwigzkéw procholinergicznych), a rytm wywotany przez takie
wzbudzenie posiada podobne parametry do tych opisanych wyzej, obserwowanych
w modelu in vivo. Kolejnym podobienistwem oscylacji theta w obu modelach jest
wystepowanie ich w charakterystycznych kilkusekundowych epizodach, jednak
w modelu in vivo miedzy epizodami obecne s3 fragmenty aktywnosci
zdesynchronizowanej, podczas gdy w modelu in vitro widoczna jest cisza EEG
(Konopacki i wsp., 1987a). Aktywno$¢ theta obserwowana w warunkach
pozaustrojowych klasyfikowana jest jako rytm typu 2, co potwierdzane jest przez
zniesienie go po perfuzji skrawkow roztworem siarczanu atropiny, co wskazuje

na jego podtoze cholinergiczne (Konopacki i wsp., 1992; Kowalczyk i wsp., 2013a).
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1.2.3. Neurony zwigzane z rytmem theta

Polowej aktywno$ci rytmicznej w pasmie theta obecnej w strukturach uktadu
limbicznego towarzyszy aktywno$¢ specyficznych grup neuronéw nazwanych
»,komorkami zwigzanymi z rytmem theta” lub neuronami ,theta-zaleznymi”. Kazda
z grup tych neuronéw wytadowuje w charakterystyczny dla siebie sposob,
stad wyrozniono ich specyficzng klasyfikacje (Colom i Bland, 1987), ktora od lat jest

sukcesywnie rozszerzana.

W 1987 roku Colom i Bland wykazali, iz w formacji hipokampa istniejg dwa typy
neurondéw wytadowujacych w sposéb zwigzany z rytmiczng aktywnoscia HPC:
komorki theta-on i theta-off, aktywne odpowiednio, podczas epizodéw rytmu
i aktywnoS$ci zdesynchronizowanej obecnej w zapisie polowym. Ponadto,
wyrédzniono dwa podtypy tych komérek w obu grupach: toniczne i fazowe.
Wytadowania neuronéw tonicznych nie sg zwigzane fazowo z rytmem theta,
w przeciwienstwie do drugiego podtypu komoérek, ktére wytadowuja w $cistym
powigzaniu z fazg rytmu theta rejestrowanego polowo (Colom i Bland, 1987).
Analizujgc ten podziat, nasuwa sie podstawowe pytanie - dlaczego mowa jest
o neuronach theta-off fazowych, skoro wytadowuja one pomiedzy epizodami rytmu,
a fazowo$¢ komorki okresla sie poprzez powigzanie jej aktywnosci z faza rytmu?
0to6z, komorki theta-off fazowe zaczynajg generowac potencjaty czynnosciowe pod
koniec epizodu theta i wtedy wykazuja fazowo$¢ wzgledem niego (Ryc. 2; Colom

i Bland, 1987).
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Warto wspomnie¢, iz dzieki eksperymentom prowadzonym w kolejnych latach,
obecno$¢ neurondéw zwigzanych z rytmem theta generowanym w formacji
hipokampa wykazano réwniez w innych strukturach OUN - np. w Kkorze
srodwechowej (ang. entorhinal cortex; EC; Dickson i wsp., 1995), obszarze
przysrodkowej przegrody (Bland i wsp., 1990) czy obszarze tylnego podwzgorza

(Kirk i wsp., 1996).

Omawiana klasyfikacja zostata dalej poszerzona o tzw. neurony bramkujace w 2006
roku. Aktywnos$¢ tych komérek zwigzana jest stricte ze specyficznym momentem
przejScia sieci neuronalnej formacji hipokampa ze stanu desynchronizacji
do aktywnosci oscylacyjnej w pasSmie theta (Ryc. 3; Konopacki i wsp., 2006;

Kowalczyk i wsp., 2013b).
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Jak wspomniano wczes$niej, gtdbwng strukturg OUN zaangazowang w generowanie
aktywnosci oscylacyjnej theta jest formacja hipokampa (Bland, 1986; Konopacki
i wsp., 1987b; Kowalczyk i wsp., 2013a; Kramis i wsp., 1975; Pignatelli i wsp., 2012).
Polowa aktywnos$¢ bioelektryczna generowana w HPC zwigzana jest z aktywacja
wielu struktur potozonych na réznych pietrach osSrodkowego uktadu nerwowego
(Ryc. 4). Wptywaja one na generowanie rytmu theta w strukturach uktadu
limbicznego i okreslono je tacznie jako wstepujacy uktad (system) synchronizujacy
(Oddie i wsp., 1994; Vertes i Kocsis, 1997). System ten rozpoczyna sie w jadrze
boczno-grzbietowym nakrywki (ang. laterodorsal tegmental nucleus) i jadrze
konarowo-mostowym nakrywki (ang. pedunculopontine tegmental nucleus; PPT)

srodmoézgowia (Datta i Siwek, 1997; Pignatelli i wsp., 2012). Jadra te generuja
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toniczng impulsacje, przekazywana nastepnie do jadra niepewnego (ang. nucleus
incertus) i przedniego jadra siatkowatego mostu (ang. oral pontine reticular
nucleus; RPO; Woodnorth i wsp., 2003). Komérki RPO wysytajg unerwienie do jader
tylnego podwzgdérza (ang. posterior hypothalamic nuclei; PH) i jadra
nadsuteczkowatego (ang. supramammillary nucleus; SuM; Kirk, 1998), ktore tacznie
okresla sie jako obszar tylnego podwzgoérza (ang. posterior hypothalamic area; PHa;
Kowalczyk i wsp., 2014). Z kolei komorki jadra niepewnego unerwiajg obszary
zlokalizowane w formacji hipokampa, korze przedruchowej, przedczotowej oraz
grzbietowym jadrze szwu (ang. dorsal raphe nucleus; Kiss i wsp., 2002; Kocsis
i Vertes, 1992; Pignatelli i wsp., 2012). Szlaki neuronalne z jader tylnego
podwzgérza biegng przez peczek przysrodkowy przodomoézgowia (ang. medial

forebrain bundle; MFB) do kolejnego elementu systemu wstepujgcego, ktérym sa:
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obszar przysrodkowej przegrody (ang. medial septum; MS) i poprzeczny peczek
pasma przekatnego Broki (ang. vertical limb of the diagonal band of Broca; vDBB),
tworzgce 1acznie kluczowa grupe struktur - MS/vDBB (Bland i wsp., 2007, 1996;
Bland i Colom, 1993; Borhegyi i wsp., 1998; Borhegyi i Freund, 1998; Kiss i wsp,,
2000; Kocsis, 2006; Yoder i Pang, 2005). MS/vDBB przekazujg impulsacje biegnaca
Z pnia mozgu i struktur miedzymoézgowia do formacji hipokampa, kory
srodwechowej i innych obszaréw kory limbicznej (Bland i Oddie, 1998; Leranth
i wsp., 1999). Najistotniejsza funkcja kompleksu MS/vDBB jest przeksztatcanie
tonicznej impulsacji docierajgcej z nizszych pieter OUN w rytmiczny wzorzec
przekazywany dalej do struktur limbicznych, gdzie w efekcie generowana jest

polowa aktywno$¢ theta (Bland i wsp., 1999).

Jak wspomniano wczesniej, obszar tylnego podwzgérza stanowi istotny element
wstepujacego ukladu synchronizujgcego aktywno$¢ HPC. Jadra tego obszaru
zaangazowane s3 nie tylko w kontrole aktywnoSci oscylacyjnej struktur
limbicznych, ale petnig rowniez wiele innych istotnych funkcji w OUN. Wiele badan
wskazato na uczestnictwo PHa w procesach pamieciowych (Pan i McNaughton,
2004), celowej aktywnosci ruchowej (Woodnorth i McNaughton, 2005), kontroli
ruchéw zwigzanych ze stanami motywacyjnymi i emocjonalnymi (Stawinska
i Kasicki, 1995), odpowiedzi emocjonalnej organizmu (Vertes i wsp., 1995)
czy kontroli czynnosci ruchowych i poziomu wzbudzenia OUN (Parker i Sinnamon,
1983; Sieb, 1990; Sinnamon, 1990). Co wiecej, wykazano, ze SuM bierze udziat
w konsolidacji pamieci podczas unikania bodZzcéw bélowych (Shahidi i wsp., 2004)

i jest integralng cze$cig sieci przeksztatcajgcych informacje podczas zachowan
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celowych, co prowadzi do integracji emocjonalnych i kognitywnych aspektow tych

informacji (Pan i McNaughton, 2004).

Z punktu widzenia niniejszego opracowania, najistotniejsza funkcja jader
wchodzacych w sktad PHa jest jednak kontrola i modulacja aktywno$ci
bioelektrycznej HPC, poprzez przekazywanie informacji biegnacych z pnia mézgu
do MS/vDBB i dalej do formacji hipokampa we wstepujacym ukladzie
synchronizujgcym (Gray i McNaughton, 2003; Vertes i Martin, 1988). Analiza
potaczen neuronalnych biegnacych z PH (Vertes i wsp., 1995) i SuM (Vertes, 1992),
wykazata, Ze projekcje zaréwno z jader tylnego podwzgérza, jak i z jadra
nadsuteczkowatego, przebiegajac przez peczek przysrodkowy kresomoézgowia,
docieraja do HPC oraz do innych obszaréw podkorowych i korowych. Wykazano,
ze unerwienie z SuM dociera do warstwy komoérek ziarnistych w zakrecie zebatym
(ang. dentate gyrus), warstwy wschodowej (ang. stratum oriens) oraz warstwy
piramidowej (ang. stratum pyramidale) pola CA1 hipokampa wtasciwego
(Magléczky i wsp., 1994). JednakZe pomiedzy obszarem tylnego podwzgoérza
a formacjg hipokampa obecne s3 nie tylko potaczenia wstepujace, ale tez zstepujace
z uktadu septohipokampalnego do jadra nadsuteczkowatego oraz jader tylnego
podwzgérza (Kirk, 1998). Potaczenia te najprawdopodobniej peinig funkcje
modulujace czestotliwo$¢ wytadowan neuronéw PHa podczas generowania rytmu
theta w HPC. Wydaje sie, iz uktad zstepujacy HPC—PHa moze bra¢ udziat
w hamowaniu rytmu theta, gdy aktywnos$¢ EEG w formacji hipokampa ulega

desynchronizacji (Kirk, 1998).

Aby doktadnie okreslic role PHa w genezie hipokampalnego rytmu,

przeprowadzono dosSwiadczenia opierajagce sie na réznorodnych technikach
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eksperymentalnych. Pierwsza grupa to badania opierajace sie na blokowaniu
aktywnosci PHa w wyniku fizycznych lub chemicznych lezji tego obszaru. Po ich
dokonaniu obserwowano wptyw uszkodzen/blokad na aktywnos$¢ bioelektryczng
HPC. Druga grupa to badania zwigzane z draznieniem elektrycznym obszaru tylnego
podwzgdrza i obserwacja jego efektow na generowanie rytmu theta w formacji
hipokampa. Trzecia grupa badan to rejestracja aktywnosci pojedynczych komorek
obszaru tylnego podwzgdrza i powigzan ich wzorcéw wytadowan z obserwowanym

jednocze$nie rytmem theta w HPC.

Wptyw inhibicji obszaru tylnego podwzgérza na hipokampalny rytm theta po raz
pierwszy badany byt w 1974 roku przez Robinsona i Wishawa. Poddawali oni
analizie nastepstwa lezji obszaru tylnego podwzgdérza wywierane na wtasciwosci
oscylacyjne formacji hipokampa oraz efekty behawioralne. Autorzy wywnioskowali
na podstawie przeprowadzonych badan, iz nawet rozlegte uszkodzenia PHa nie
wptywajg znaczaco na zdolno$¢ tworzenia rytmu theta w HPC (Robinson i Whishaw,
1974). W kolejnych eksperymentach, w 1987 roku, analiza wykazata zupeinie inne
wyniki (Trojniar i wsp., 1987). Badania prowadzone byly na swobodnie
poruszajacych sie szczurach i dowiedziono w nich, Ze lezje obszaréw bocznego
i tylnego podwzgorza powoduja wzrost generowania wysokoamplitudowej
aktywnosci zdesynchronizowanej (ang. large irregular activity; LIA) oraz spadek
rytmu theta w obszarze w HPC. Wskazato to na inhibicyjny wptyw lezji

ww. obszarow na zdolno$¢ formacji hipokampa do tworzenia rytmu. Odmienne

23



wyniki przedstawionych eksperymentéw mogly by¢ rezultatem braku

odpowiedniej precyzji metodologicznej we wczesnych badaniach.

W 1991 roku potwierdzono wptyw uszkodzen rejonu podwzgérza w generowaniu
hipokampalnej aktywnosci EEG. Gdy lezjom poddawano przysrodkowy obszar
podwzgdrza, zdolnos¢ do generowania aktywnosci theta w szczurzym HPC zanikata.
Przy niekompletnych uszkodzeniach obszaru tylnego podwzg6rza, zdolnos¢ ta byta
zachowana. Autorzy wywnioskowali, iz obszary odpowiedzialne za modulacje
rytmu theta w formacji hipokampa znajduja sie w obrebie catego podwzgérza (Glin
i wsp., 1991). W kolejnych badaniach prowadzonych na szczurach poddanych
narkozie uretanowej, lan Kirk i Neil McNaughton dowiedli, iz czestotliwo$¢ oraz
amplituda oscylacji theta w HPC, wywotanych poprzez stymulacje elektryczng RPO,
zostajg obnizone po iniekcji prokainy (bedacej lokalnym anestetykiem) do PHa
(Kirk i McNaughton, 1993). Na podstawie swoich wynikéw autorzy zasugerowali,
ze czestotliwo$¢ oscylacji theta w HPC kodowana jest w SuM, co potwierdzili
w nastepnych eksperymentach (McNaughton i wsp., 1995), w ktérych ponadto
dowiedli, iz analogiczna inhibicja SuM u szczuré6w swobodnie poruszajacych sie nie
wptywata znaczaco na rytm theta w HPC. Wywnioskowano, iz w kontroli
czestotliwosci oscylacji theta wywotanych przez elektryczng stymulacje RPO
u swobodnie poruszajacych sie szczuréw musi uczestniczy¢ wiecej jader niz tylko

jadro nadsuteczkowate (McNaughton i wsp., 1995).

W kolejnych badaniach, Thinshmidt i wsp. poddawali szczury anestetyzowane
uretanem inaktywacjom SuM (m.in. przez iniekcje prokainy) i sprawdzali ich wpltyw
na generowanie hipokampalnego rytmu theta indukowanego elektryczna

stymulacja RPO (Thinschmidt i wsp., 1995). Autorzy dowiedlj, iz rytm theta w HPC
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wywotywany przez draznienie elektryczne struktur pnia mézgu charakteryzowat
sie znaczaco nizszg amplitudg i czestotliwo$cia w przypadku podania prokainy
do PHa. Co istotne, ostabienie to trwato okoto 20 minut i pokrywato sie z okresem
anestetycznego wplywu prokainy w jagdrze nadsuteczkowatym. W eksperymentach
potwierdzono, ze i amplituda, i czestotliwo$¢ hipokampalnego rytmu theta
indukowanego stymulacjg elektryczng RPO u anestetyzowanych szczurow
modulowane s3 przez potaczenia biegngce z jadra nadsuteczkowatego do formacji

hipokampa.

Pod koniec XX i na poczatku XXI wieku, grupa nowozelandzkich naukowcéw (Pan,
McNaughton i Woodnorth) prowadzita kolejne badania na swobodnie
poruszajacych sie szczurach dotyczace funkcji tylnego podwzgérza w modulowaniu
czestotliwosci i amplitudy rytmu theta rejestrowanego w HPC. Jedne z do$wiadczen
polegaty na podaniu chlordiazepoksydu (CDP) obwodowo lub miejscowo do SuM.
CDP jest agonista benzodiazepinowym, wzmacniajgcym dziatanie receptoréow
GABAergicznych, a jego podanie wywierato widoczny wplyw na parametry
hipokampalnego rytmu theta (Pan i McNaughton, 1997). Autorzy dowiedli,
iz obwodowe iniekcje chlordiazepoksydu zmniejszaty czestotliwo$¢ rytmu theta
w HPC. CDP podany bezposrednio do SuM réwniez prowadzit do spadku
czestotliwosci hipokampalnego rytmu, lecz w mniejszym stopniu. Glownym
wnioskiem byto to, ze w modelu szczuré6w swobodnie poruszajacych sie inne
struktury, poza jadrem nadsuteczkowatym, musza bra¢ udziat w kodowaniu
czestotliwosci aktywnoSci theta w HPC, badacze nie sprecyzowali jednak, o ktére
rejony OUN moze chodzi¢. Wyniki kolejnych doswiadczen udowodnity, iz lezje

przysrodkowego obszaru jadra nadsuteczkowatego majag rozny wptyw
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na czestotliwo$¢ rytmu theta w zaleznosci od wzorca behawioralnego
prezentowanego przez zwierze. Badacze zaproponowali, Ze ten obszar SuM
odpowiedzialny jest za modulowanie hipokampalnego rytmu theta
manifestowanego jedynie podczas niektérych typéw aktywnosci (Pan
i Mcnaughton, 2002). Teoria ta poparta i dopelnita poprzednie wyniki
doswiadczalne dowodzace, iz u zwierzat anestetyzowanych, w Kkontroli
czestotliwosci rytmu theta w HPC jadro nadsuteczkowate odgrywa fundamentalng
role, lecz jego udziat w tej modulacji jest znaczaco mniejszy u zwierzat swobodnie

poruszajacych sie.

Zaprezentowane powyzej dane wskazujg, iZ we wstepujacym uktadzie
synchronizujgcym funkcje réznych jader PHa sg odmienne, w zaleznosci od modelu
badawczego. U szczuréw anestetyzowanych zaréwno amplituda, jak i czestotliwos¢
rytmu theta obecnego w HPC kontrolowana jest na poziomie SuM. Z kolei
u szczur6w swobodnie poruszajacych sie, czestotliwo$¢ hipokampalnego theta
podlega wptywom zaréwno SuM, jak i PH. Zapewne réznice te wynikajg z faktu,
iz badane jadra w obszarze tylnego podwzgo6rza modulujg odmienne rodzaje rytmu
theta u szczuréw anestetyzowanych (typ 2 rytmu theta o podtozu cholinergicznym)
i tych swobodnie poruszajacych sie (typ 1 rytmu o podtozu niecholinergicznym).
Obserwowane rdznice moga mie¢ swoje Zréddlo w réznym podiozu
neurochemicznym zaré6wno pierwszego, jak i drugiego typu rytmu theta w HPC,
a doktadniej, w zaangazowaniu odmiennych obwoddéw oraz szlakéw neuronalnych

zwigzanych z wytwarzaniem i modulacjg obu typow aktywnosci rytmicznej theta.
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Pierwsze badania nad wptywem elektrycznej stymulacji PHa na rytm theta obecny
w HPC przeprowadzono juz w latach 60. a modelem badawczym byty koty
poddawane narkozie eterem dietylowym (Kawamura i Domino, 1968).
Eksperymenty wykazaty, iz elektryczne draznienie obszaru tylnego podwzgdérza
powodowato generowanie rytmu theta w HPC, jednoczes$nie nie ingerujac
w  aktywno$¢ elektroencefalograficzng rejestrowang w  korze nowe;.
Wywnioskowano, iz PHa nie tylko jest kluczowym miejscem przekazywania
sygnatoéw biegnacych z tworu siatkowatego do formacji hipokampa, ale réwniez
sam jest zrodtem szlakéw neuronalnych biegnacych do HPC (Kawamura i Domino,
1968). Analiza poréwnawcza zestawiajaca te rezultaty z wynikami poprzednich
badan nad MS/vDBB wykazata, iz obszar przysrodkowej przegrody moze spetniaé
swojg role jako rozrusznik hipokampalnej aktywnos$ci rytmicznej jedynie przy
jednoczesnej impulsacji biegnacej z obszaru tylnego podwzgérza i tworu

siatkowatego do MS/vDBB (Kawamura i wsp., 1961).

W innych do$wiadczeniach, badano wptyw draznienia elektrycznego grzbietowo-
przysrodkowego PHa u swobodnie poruszajacych sie szczurow. Wykazano, iz taka
stymulacja prowadzita do generowania hipokampalnego rytmu theta i wywotywata
u zwierzat aktywno$¢ ruchowg, jak na przyktad skakanie, bieganie oraz ruchy gtowy
(Bland i Vanderwolf, 1972). Zauwazono bezposSrednie przetozenie sity stymulacji
PHa na czestotliwo$¢ generowanego rytmu - wzrost sity draznienia powodowat
proporcjonalny wzrost czestotliwos$ci rytmu. Zwiekszanie draznienia przektadato

sie tez na nasilanie szybkosci biegu lub sity skoku. Zdaniem autoréw wstepujacy
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system synchronizujacy (m.in. PHa) peini wazna funkcje nie tylko w powstawaniu
rytmicznych oscylacji w HPC, ale rowniez odgrywa istotng role w zarzgdzaniu

ruchami dowolnymi.

Kolejne badania dotyczace stymulacji obszar6w podwzgoérza (tutaj: bocznych
i przysrodkowych) u swobodnie poruszajacych sie zwierzat wykazaty,
ze elektryczne pobudzanie bocznych obszaré6w PHa skutkowato desynchronizacja
aktywnosci hipokampalnej, a stymulacja obszaréw przysrodkowych powodowata
generowanie rytmu theta w HPC (Coleman i Lindsley, 1977). Zgodnie z opinig
autorow, dwie odmienne $ciezki neuronalne przechodzace przez PHa formuja
obwody ze zwrotnymi potaczeniami z HPC, dzieki czemu modulujg jego aktywnos¢

EEG i reguluja zachowania przejawiane przez szczura.

OKkreslenie roli PHa i MS/vDBB we wstepujacym systemie synchronizujgcym
aktywnos$¢ hipokampalng byto istotnym celem kolejnych eksperymentow.
W badaniach tych podawano prokaine do obszaru przysrodkowej przegrody oraz
atropine obwodowo i badano wptyw tych iniekcji na aktywno$¢ theta w HPC i EC
(Dickson i wsp., 1994). Dodatkowo, w badaniach tych prowadzono elektryczne
draznienie tylnego podwzgorza, co skutkowato generowaniem rytmu theta w obu
tych strukturach limbicznych. Rytm obserwowany zaréwno w formacji hipokampa,
jak i w korze srodwechowej blokowany byt przez oba typy iniekcji wykonywanych
w tych eksperymentach. Zdaniem autoréw oscylacje theta w HPC i EC modulowane
sg przez potaczenia cholinergiczne muskarynowe biegnace z tylnego podwzgérza
przez MS/vDBB u szczuréw poddanych narkozie uretanowej. Przedstawiono
réwniez Scista zalezno$¢ pomiedzy sitg draznienia jader tylnego podwzgérza a moca

i czestotliwo$cig rytmu theta rejestrowanego w korze Srédwechowej. Autorzy
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wywnioskowali, iz komorki zlokalizowane w obszarze tylnego podwzgorza
moduluja rytm theta w HPC i EC (zaréwno czestotliwos¢, jak i moc). W kolejnych
eksperymentach, ci sami badacze wykazali, iz elektryczne draznienie obszaru
tylnego podwzgdérza znaczaco wplywa na wzrost czestotliwo$ci potencjatéw
czynnoSciowych  generowanych przez neurony theta-on zlokalizowane
w EC podczas rytmu i jednocze$nie zmniejsza wytadowania neuronéw theta-off
w tym obszarze w trakcie jednoczesnej LIA w formacji hipokampa (Dickson i wsp.,
1995). Podanie prokainy do MS powodowato z kolei blokowanie rytmu theta
rejestrowanego w HPC i EC, wywotywanego przez draznienie PHa. Autorzy
wykazali, iz aktywno$¢ wstepujacego uktadu synchronizujgcego prowadzi

do generowania rytmu zaréwno w formacji hipokampa, jak i w korze sSrodwechowe;j.

Kolejng serig badawcza prowadzaca do zdeterminowania udziatu obszaru tylnego
podwzgdrza w generowaniu rytmu theta w HPC byty eksperymenty Oddiego i wsp.
(Oddie i wsp., 1994). Badacze poparli wczesniejsze wyniki Blanda (Bland, 1986),
jednocze$nie potwierdzajac, iz elektryczne draznienie PH prowadzi do generowania
rytmu theta w HPC i wykazali bezposrednig zalezno$¢ miedzy sita bodZca
elektrycznego a wzrostem czestotliwosci tego rytmu. W doswiadczeniach
udowodniono, iz krétkotrwate blokowanie obszaru tylnego podwzgérza za pomoca
lokalnego podania prokainy nie wplywato na czestotliwo$¢ rytmu theta
generowanego iniekcjami CCH do MS/vDBB, natomiast znaczaco obnizalo jego
amplitude. Jednakze, gdy analizowano hipokampalny rytm theta wystepujacy
spontanicznie lub wywotywany stymulacja czuciowa (ang. tail-pinch)
czy elektrycznym draznieniem RPO, iniekcje prokainy do PHa catkowicie go

blokowaty. Dodatkowo, podanie karbacholu do PHa powodowalo trwate
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generowanie hipokampalnego rytmu theta. Postawiono teze, iz obszar tylnego
podwzgdrza jest kluczowym elementem wstepujacego systemu synchronizujacego
aktywno$¢ rytmiczng w HPC i jego gltowna funkcja jest swojego rodzaju
y2ttumaczenie” intensywnosci impulsacji biegnacej z RPO, na specyficzny wzorzec
impulsacji o danej czestotliwosci, przekazywany dalej do MS/vDBB i finalnie do HPC

(Oddie i wsp., 1994).

Reasumujgc, opisane dos$wiadczenia, w Kktoérych badano wplyw draznienia
elektrycznego PHa na generowanie hipokampalnego rytmu theta, wskazuja,
iz obszar tylnego podwzgérza jest kluczowym elementem wstepujgcego uktadu
synchronizujgcego hipokampalng aktywnos$¢ rytmiczng. Wykazano, iz elektryczne
draznienie obszaru tylnego podwzgérza prowadzi do generowania rytmu theta,
a parametry tego draznienia modulujg parametry rytmu obserwowanego zar6wno
w HPC, jak i w EC. Ponadto, postawiono teze, ze PHa peini istotng funkcje
modulacyjng w zakresie sity pobudzenia dostarczanego z RPO do MS/vDBB

i w nastepstwie, do formacji hipokampa.

Kolejng grupe doswiadczen, okreslajacych interakcje pomiedzy aktywnosSciag PHa
a hipokampalnymi oscylacjami theta, stanowig badania aktywnos$ci pojedynczych
neurondéw obszaru tylnego podwzgérza i ich korelacji z aktywnos$cia polowg
obserwowang réwnoczesnie w HPC. W pierwszych eksperymentach tego typu,
prowadzonych na szczurach w narkozie uretanowej, wykazano, iz komorki
zlokalizowane w jadrze nadsuteczkowatym wytadowywaty rytmicznie oraz zgodnie
w fazie z falami theta obserwowanymi w tym samym czasie w HPC (Kirk

i McNaughton, 1991). Co ciekawe, blokowanie obszaru przysrodkowej przegrody
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poprzez lokalne podanie prokainy hamowato hipokampalny rytm theta,
jednoczes$nie nie majac wplywu na rytmiczny wzorzec aktywnosSci neuronalnej
w SuM. Autorzy postawili teze, iz to wlasnie ten obszar jest najprawdopodobniej
odpowiedzialny za kodowanie czestotliwosci rytmu theta w HPC, a informacja
biegnie z SuM do formacji hipokampa przez MS/vDBB. W kolejnych badaniach
analizowano aktywno$¢ neuronéw zlokalizowanych w jadrze nadsuteczkowatym,
ciatach suteczkowatych i sgsiadujgcych obszarach w miedzymézgowiu, réwnolegle
rejestrujgc aktywnos¢ polowg w formacji hipokampa (Kocsis i Vertes, 1994).
Dowiedziono obecnos$ci w analizowanych obszarach komoérek o wzorcu aktywnosci
zsynchronizowanym z hipokampalnym rytmem theta, a grupa ta stanowita 17%
wszystkich zbadanych neuronéw. Wyniki te potwierdzity powigzanie jadra
nadsuteczkowatego oraz cial suteczkowatych z przekazywaniem rytmicznej
impulsacji do réznych struktur w uktadzie limbicznym, w ktérym dochodzi

do generowania aktywnosci oscylacyjnej theta.

Dalsze badania pozwolily wykaza¢ obecno$¢ w PHa trzech grup neuronéw
zwigzanych z rytmem: theta-on tonicznych, theta-off tonicznych i theta-on fazowych
(Bland i wsp., 1995). Wszystkie komorki theta-zalezne zarejestrowane w SuM
nalezaty do typu theta-on fazowych, a wszystkie zarejestrowane w PH do typu theta-
on tonicznych. Komoérki zlokalizowane pomiedzy tymi jadrami zostaly
sklasyfikowane jako neurony typu theta-off tonicznego. Wyniki te zostaly
potwierdzone eksperymentalnie rok poézniej: w jadrach tylnego podwzgdérza
zaobserwowano obecno$¢ neurondéw theta-on tonicznych, a w jadrze
nadsuteczkowatym neuronéw theta-on fazowych (Kirk i wsp., 1996). Co wiecej,

udowodniono staty wzorzec rytmiczny neuronéw obecnych w PHa, zwigzanych
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z rytmem theta w HPC, nawet po iniekcji prokainy do obszaru przysrodkowej
przegrody. Podczas elektrycznego draznienia pnia mdzgu, doprzegrodowe podanie
prokainy powodowato wzrost czestotliwosci wytadowan tylnopodwzgérzowych
komoérek theta-zaleznych. Zgodnie z opinig autoréw, czestotliwo$¢ impulsacji
komorek theta-on fazowych w SuM i theta-on tonicznych w PH zalezna jest
od sygnatu biegnacego z RPO, nie jest jednak zdeterminowana przez parametry
septohipokampalnego rytmu theta. Zasugerowano tez, ze rolg SuM we wstepujacym
uktadzie synchronizujacym jest ,ttumaczenie” tonicznej impulsacji dochodzacej
z pnia mo6zgu na rytmiczny wzorzec wytadowan, a funkcjg PH jest dostarczanie
tonicznego pobudzenia do uktadu septohipokampalnego. Kolektywna aktywnos¢
jadra nadsuteczkowatego i jader tylnego podwzgdrza skutkuje powstawaniem
aktywno$ci rytmicznej w uktadzie septohipokampalnym (Kirk i McNaughton,
1991). Kolejne badania wykazaty niezalezno$¢ wzorca aktywno$ci komdrkowej
neurondéw theta-zaleznych w PHa od uszkodzen potaczen docierajacych do obszaru
tylnego podwzgoérza z ukitadu septohipokampalnego. Autorzy podsumowali,
iz neurony w PH i SuM wytadowuja niezaleznie od impulsacji docierajacej z obszaru
przysrodkowej przegrody i/lub HPC, jednak ich aktywno$¢ moze by¢ przez

te impulsacje modulowana (Kirk, 1998, 1997).

Celem dalszych badan na szczurach w narkozie uretanowej byto zaklasyfikowanie
funkcjonalne komoérek w jadrze nadsuteczkowatym i ciatach suteczkowatych oraz
obserwacja zaleznoSci ich aktywno$ci podczas jednoczesnego rytmu theta
w formacji hipokampa generowanego po draznieniu elektrycznym obszaru
przysrodkowej przegrody (Kocsis i Vertes, 1997). Dowiedziono, ze komorki PHa

o rytmicznym wzorcu aktywnoSci stanowig zréznicowang grupe neuronow zalezng
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od rytmu theta w HPC. Wyro6zniono cztery typy komorek pod katem tego,
czy i w jakiej fazie hipokampalnego rytmu theta wytadowywaty. Aktywnos¢ dwoch
pierwszych grup neuronéw zalezna byta bezposrednio od fazy oscylacji theta -
potencjaty czynno$ciowe generowane byty albo w dodatnim, albo w ujemnym
szczycie fali jednocze$nie zapisywanego rytmu theta w HPC. Aktywno$¢ dwoch
kolejnych grup neuron6w réwniez byta powigzana z hipokampalng aktywnoscia
polowa, lecz ich wyladowania rejestrowano albo na wstepujacym,
albo na zstepujacym ramieniu fali rejestrowanego polowo rytmu theta w formacji
hipokampa. Badacze zasugerowali, iz ta heterogeniczno$¢ komoérek w obszarze
tylnego podwzgérza wynika¢ moze ze specyfiki potaczen pobudzajacych
i hamujacych biegnagcych do PHa z nizszych pieter wstepujacego uktadu
synchronizujgcego oraz potgczen zwrotnych z HPC. Zwrotne potaczenia docierajace
do obszaru tylnego podwzgérza z ukladu septohipokampalnego moga, wedtug
autoréw, znaczaco modulowa¢ aktywno$¢ neuronalng SuM i PH. Potwierdzity to
wyniki kolejnych doswiadczen (Kocsis, 2006; Kocsis i Kaminski, 2006), w ktérych
wykazano, ze podczas hipokampalnego rytmu theta indukowanego sensorycznie,
aktywnos$¢ komoérek zlokalizowanych w jadrze nadsuteczkowatym zawiera
informacje ,przewidujace” przyszte zmiany rytmicznych potencjatéw polowych
w HPC. JednakZe podczas spontanicznej aktywnosci theta w HPC, wytadowania
neurondw theta-zaleznych w SuM kontrolowane sg przez potaczenia zstepujace
docierajace z kory limbicznej. Zasugerowano bezposredni zwigzek miedzy typem
szczurzej aktywno$ci motorycznej a rolg petniong przez komoérki jadra

nadsuteczkowatego w powstawaniu rytmu theta w uktadzie septohipokampalnym.
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Konkludujac, wyniki analiz aktywnosci komoérkowej neuronéw PHa zwigzanych
z hipokampalnym rytmem theta ponownie dowodza kluczowej roli, jaka obszar
tylnego podwzgoérza petni w postawaniu tego rodzaju oscylacji w HPC. Wykazano
niezalezno$¢ wzorcow wytadowan komorek theta-zaleznych PHa zwigzanych
z rytmem theta w HPC od zwrotnej, zstepujacej impulsacji docierajacej do PHa
z ukitadu septo-hipokampalnego. Przedstawione powyzej dane wskazuja,
ze  najbardziej prawdopodobnym  elementem = wstepujacego  uktadu
synchronizujgcego kontrolujacym czestotliwo$¢ hipokampalnego rytmu theta jest
jadro nadsuteczkowate, natomiast jadra tylnego podwzgoérza odpowiedzialne sg
zapewne za przekazywanie impulsacji tonicznej z pnia moézgu do systemu

septohipokampalnego, w ktérym generowane sg oscylacje theta.

Opisane powyzej badania podkreslajg istotnos¢ funkcjonalng PHa w genezie rytmu
theta rejestrowanego w strukturach uktadu limbicznego. Warto jednak wspomnie¢,
ze juz w latach 70. XX wieku postawiono teze, zZe obszar tylnego podwzgérza moze
nie tylko modulowa¢ hipokampalny rytm theta, ale tez samodzielnie generowac
rytmiczne oscylacje lokalnie (Komisaruk, 1970). W badaniach na szczurach
o farmakologicznie zahamowanej aktywnos$ci ruchowej, wykazano obecnos¢
zaroOwno epizodéw rytmu theta, jak i wspétwytadowujacych podczas ich obecnosci
neuronéw nie tylko w HPC, ale i w ciatach suteczkowatych. Udowodniono $cista
zalezno$¢ miedzy rytmem theta wystepujacym w tylnym i brzusznym obszarze
podwzgdrza z jednoczesnym rytmem obserwowanym w HPC. W innych badaniach
zarejestrowano tez aktywnos$¢ theta w PHa u zwierzat swobodnie poruszajacych sie

(Stawinska i Kasicki, 1995). Zauwazono wtedy korelacje pomiedzy rytmem
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rejestrowanym w obszarze tylnego podwzgoérza a zachowaniem zwierzecia.
Epizody theta nigdy nie pojawialy sie, gdy zwierze byto w bezruchu, natomiast
synchronizacja rozpoczynata sie na poczatku aktywnos$ci motoryczne;j.
Wystepowanie lokalnej aktywno$ci theta w PHa zostato potwierdzone réwniez
w badaniach analizujacych aktywnos$¢ oscylacyjng w tym obszarze po stymulacji
sensorycznej u szczuréw znieczulonych uretanem (Kocsis i Vertes, 1997).
Réwnolegle zapisywano aktywnos$¢ polowa EEG w formacji hipokampa. Wskazano
na powigzania aktywnos$ci theta obserwowanej w HPC z rytmem jednocze$nie
rejestrowanym w PHa. Zaproponowano teze, iz rytm theta generowany lokalnie
w obszarze tylnego podwzgérza moze by¢ konsekwencjg impulsacji zstepujacej

z uktadu septohipokampalnego do PHa.

Pierwsze dogtebne analizy lokalnego rytmu theta w PHa wykonali Kowalczyk i wsp.
(2014), ktorzy przeprowadzili je na szczurach znieczulonych uretanem oraz
w warunkach in vitro, na skrawkach mézgowych. W obydwu modelach badawczych
udowodniono, Ze obszar tylnego podwzgdrza moze generowac lokalny rytm theta
o podtozu cholinergicznym, muskarynowym. DoSwiadczenia na szczurach
w narkozie wykazaty, iz mozna rejestrowac oscylacje theta jednoczeSnie z PHa
i HPC, lecz obydwa wzorce aktywno$ci rytmicznej powstajg od siebie niezaleznie.
Co istotne, rytm rejestrowany rownocze$nie w obydwu tych strukturach
charakteryzowat sie odmienng czestotliwoscia i przebiegiem czasowym epizodéw.
Badania na odnerwionych skrawkach PHa poparty powyzsze wyniki, potwierdzajac
niezalezno$¢ lokalnego rytmu theta generowanego w obszarze tylnego podwzgdérza
od obecnosci potaczen docierajacych z pnia mézgu i uktadu septohipokampalnego

(Kowalczyk i wsp., 2014).
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Przedmiotem kolejnych dos$wiadczen byta analiza wzorcow wytadowan
komorkowych w PHa oraz wspotwystepujacej lokalnie rytmicznej aktywno$ci
polowej (Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2013b). W badaniach tych
wykazano obecno$¢ trzech znanych wczesniej typéw neurondéw zaleznych
od lokalnego rytmu theta: komorek theta-on fazowych, theta-on tonicznych oraz
komorek theta-off, zaré6wno in vivo u znieczulonych uretanem szczuréw,
jakiw modelu in vitro w odnerwionych preparatach PHa. Po raz pierwszy wykazano
wtedy obecnos¢ neuronéw theta-zaleznych zwigzanych z lokalnym rytmem theta
generowanym w PHa. Co wiecej, dowiedziono, iz charakterystyka wytadowan tych
komoérek pozwala na klasyfikowanie ich wedle wczes$niej opisanych kryteriéw dla
komorek theta-zaleznych (Colom i Bland, 1987). Najistotniejszag nowoScig byta
nieopisana wcze$niej grupa neuronéw PHa, ktére odznaczatly sie statym wzorcem
aktywnosci rytmicznej o stabilnej czestotliwosci - tzw. komorki chronometryczne
(ang. timing cells). Zgodnie z opinig autoréw, neurony te tworzg wazny element
wstepujacego ukitadu synchronizujacego i prawdopodobnie biorg udziat
w przetwarzaniu impulsacji tonicznej docierajacej z RPO na rytmiczne wzorce
wyladowan przekazywane dalej z obszaru tylnego podwzgérza do uktadu
septohipokampalnego (Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2013b). Co ciekawe,
w kolejnych badaniach wykazano, iz populacja neuronéw zwigzanych z lokalnym
rytmem theta w PHa, podobnie jak ma to miejsce w przypadku takich komérek
w HPC, charakteryzuje sie specyficznym wzorcem rozwoju postnatalnego (Caban
i wsp., 2018). Populacja rejestrowanych neuronéw chronometrycznych oraz
komorek theta-on systematycznie rosta od 8 az do 24 dnia po porodzie,

kiedy to uzyskiwata wartosci specyficzne dla osobnikéw dorostych.
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1.8.1. Niecholinergiczne podtoze rytmu theta w PHa

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, rytm theta moze by¢ obserwowany
w obszarze tylnego podwzgdrza spontanicznie (in vivo) lub w wyniku zastosowania
draznienia cholinergicznego (in vivo, in vitro). Co wazne, amplituda tej aktywno$ci
w PHa jest kilkukrotnie nizsza (ok. 7-8-krotnie) od amplitudy rytmu rejestrowanego
w formacji hipokampa, a epizody aktywnos$ci theta w PHa sg nieregularne i czesto
zanikajg. Wynika to najprawdopodobniej z nieregularnego rozmieszczenia
neuronéw oraz z braku laminarnej struktury obecnej w HPC (Konopacki i wsp.,
2006; Kowalczyk i wsp., 2014, 2009; Kowalczyk i Konopacki, 2002). W jadrze
nadsuteczkowatym i jadrach tylnego podwzgoérza obserwuje sie znacznie mniej
neuronéw zaleznych od lokalnego rytmu theta, zatem w konsekwencji zmniejsza sie

szansa na rejestracje stabilnego wzorca aktywno$ci EEG w PHa.

Dane eksperymentalne wskazuja na ztozone tto stojace za genezg aktywnoSci
polowej w czestotliwosci theta w PHa, szczegdlnie biorgc pod uwage role tego
obszaru nie tylko jako modulatora rytmu w HPC, ale tez jako niezaleznego
generatora rytmu theta (Kowalczyk i wsp., 2014). Odkrycie zdolnosci obszaru
tylnego podwzgorza do generowania lokalnych oscylacji theta pociggneto za soba
szereg pytan dotyczacych mechanizméw lezacych u podloza tej aktywnosci.
Jak wspomniano wczes$niej, cholinergiczna natura rytmu theta typu 2 w HPC byta
szeroko eksplorowana. Jednakze istnieja rdéwniez dane potwierdzajace
wspotistnienie niecholinergicznego charakteru tego rodzaju aktywnos$ci w HPC.
Przyktadowo, podanie MK-801 (antagonisty receptora glutaminianergicznego
NMDA; kwasu N-metylo-D-asparaginowego) zmniejszato zaré6wno czestotliwos¢,

jak i moc hipokampalnego rytmu theta (Pitkdnen i wsp., 1995). Inne badania
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wykazaty, ze dohipokampalne iniekcje NMDA, u szczuréw w narkozie uretanowej,
powodowaty generowanie dobrze zsynchronizowanego rytmu theta (Bland i wsp.,
2007). Wyniki te wydaja sie szczegélnie interesujace w Swietle dowiedzionego
gestego rozmieszczenia receptoréw glutaminianergicznych w obszarze tylnego
podwzgérza (Ma i Leung, 2007; Sergeeva i wsp., 2004). Wstepne doswiadczenia
prowadzone w Katedrze Neurobiologii Uniwersytetu *hLdédzkiego pokazatly,
iz pobudzenie glutaminianergiczne obszaru PHa moze prowadzi¢ do generowania

lokalnego rytmu theta, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

W kontek$cie badan i wynikéw opisywanych w niniejszym opracowaniu,
interesujacym zagadnieniem jest rowniez udziat receptoréw kortykosteroidowych
w modulowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgérza. W jednym
z wcze$niejszych badan podjeto prébe blokowania synaps elektrycznych poprzez
podanie karbenoksolonu (CBX) i wykazano, iz dziatanie to nie znosi
cholinergicznego rytmu theta rejestrowanego w obszarze tylnego podwzgorza,
ani w preparatach in vitro, ani u zwierzat anestetyzowanych (Bocian i wsp., 2016a).
Przeciwnie, po podaniu CBX zaobserwowano wzrost amplitudy obserwowanego
rytmu theta. Wywnioskowano, iz miedzyneuronalne potgczenia poprzez synapsy
elektryczne nie majg udzialu w generowaniu lokalnej aktywnosci theta w rejonie
tylnego podwzgorza, jednak wcigz niejasne byto zwiekszanie sie amplitudy rytmu
theta obserwowanego w PHa po podaniu karbenoksolonu. Wcze$niejsze badania
wskazuja na to, iz ten bloker synaps elektrycznych jest rdwnoczeS$nie agonista
receptoréw mineralokortykosteroidowych (Jellinck i wsp., 1993). Zasugerowano
wiec, ze rejestrowana modulacja tylnopodwzgérzowego rytmu zwigzana byta

wtasnie z tym drugim torem dziatania CBX. Z uwagi na to, w kolejnej fazie
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doswiadczen ~w  badaniach  wykorzystano  antagoniste  receptorow
mineralokortykosteroidowych - spironolakton (SPL). Perfuzja skrawkéw PHa
roztworem SPL oraz iniekcje SPL do obszaru tylnego podwzgérza u szczuréw
poddanych narkozie uretanowej skutkowaty hamowaniem wzrostu amplitudy
rytmu theta wywotanym przez karbenoksolon. Wyniki te pozwolity autorom
wysuna¢ teze, iz receptory mineralokortykosteroidowe prawdopodobnie biorg
udzial w modulowaniu lokalnej aktywnosci theta w obszarze tylnego podwzgorza

(Bocian i wsp., 2016a).
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2. CELE
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Biorgc pod uwage fakt, iz podtoze neuronalne oraz natura neurochemiczna
aktywnoS$ci oscylacyjnej theta rejestrowanej lokalnie w obszarze tylnego
podwzgérza pozostaja wcigZ w duzej mierze niepoznane, gltéwnymi celami
niniejszej pracy bylo okreSlenie wudzialu roéznych typéw receptorow
glutaminianergicznych w powstawaniu rytmu w PHa, zbadanie aktywno$ci
neuronéw powigzanych z rytmem wywotanym pobudzeniem receptorow
glutaminianergicznych i wreszcie okreslenie wptywu pobudzenia receptoréw

kortykosteroidowych na tego typu aktywno$¢ EEG generowang w obszarze PHa.

Cele szczeg6towe niniejszej rozprawy doktorskie;j:

1.1. Wptyw perfuzji preparatow PHa roztworem kwasu kainowego
na zdolno$¢ do generowania rytmu theta.

1.2. Wptyw perfuzji preparatéw PHa roztworem NMDA na zdolnos$¢
do generowania rytmu theta.

1.3. Wptyw perfuzji preparatow PHa roztworem AMPA na zdolnos¢

do generowania rytmu theta.

2.1. Aktywno$¢ pojedynczych neuronéw PHa wywotana perfuzja
preparatéw roztworem KA.
2.2. Aktywno$¢ pojedynczych neuronéw PHa wywotana perfuzja

preparatéw roztworem NMDA.
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3. OKkreslenie wplywu pobudzenia receptorow kortykosteroidowych na rytm
theta wywolany pobudzeniem receptorow glutaminianergicznych

w preparatach PHa.
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3. MATERIALY I METODY
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Doswiadczenia, ktore opisano w niniejszej pracy, zostaly przeprowadzone
w zgodzie z obowigzujagcymi przepisami prawa dotyczacymi wykonywanych
procedur i byly kontrolowane przez Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen

na Zwierzetach (nr pozwolenia 52/£B25/2017).

Badania przeprowadzono na 450 skrawkach mézgowych pobranych
od 200 szczuréw, samcéw szczepu Wistar (100-150 g), z hodowli prowadzonej
przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego. Warunki
hodowlane utrzymywane byty na stalym poziomie, zwierzeta miaty ciagty dostep
do pozywienia oraz wody pitnej w wymuszonym cyklu dobowym

(12h w warunkach sztucznego o$wietlenia, 12h w ciemnosci).

3.1.1. Przygotowanie sztucznego plynu mozgowo-rdzeniowego

Pierwsza procedura zwigzang z eksperymentami in vitro byto przygotowanie
sztucznego ptynu moézgowo-rdzeniowego (ang. artificial cerebrospinal fluid; ACSF).
Byt on zawsze Swiezo przygotowywany przed kazdym eksperymentem na bazie
wody dejonizowanej (EasyPure RF, USA). Wtasciwy sktad ACSF zostal opracowany
w celu zapewnienia odpowiedniego sSrodowiska dla preparatéw mézgowych i jest
to: 121 mM NaCl, 5 mM K(l, 2.5 mM CaClz, 1.25 mM KH2POs4, 1.3 mM MgS04, 26 mM
NaHCO3 oraz 10 mM glukozy (Sigma Chemical Co., USA). Dzieki ciggtej perfuzji
sztucznego plynu mozgowo-rdzeniowego karbogenem (mieszaning gazow
o sktadzie 95% Oz + 5% CO2), mozliwe byto utrzymywanie odpowiedniego odczynu

pH (ok. 7,4) i poziomu natlenowania.
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3.1.2. Przygotowanie odczynnikd6w chemicznych w celu wywolania,
modulacji lub blokowania aktywnosci rytmicznej w skrawkach

mozgowych

Przed kazdym doswiadczeniem przygotowywane byty odpowiednie zwigzki
chemiczne stosowane pdzniej w celu wywotywania, modulowania lub blokowania
aktywno$ci rytmicznej theta rejestrowanej ze skrawkéw PHa. Konkretne zwigzki
rozpuszczano w ACSF, a nastepnie perfundowano nimi skrawki w komorze
inkubacyjno-rejestracyjnej podczas eksperymentu (tempo przeptywu ACSF przez
komore to ok. 1,5 ml na minute). Lista odczynnikow wykorzystywanych przy

badaniach do tej pracy doktorskiej opisana jest wraz ze stezeniami w tabeli ponizej

(Tabela 1).
Selektywny agonista
jonotropowych receptoréow
Kwas kainowy (KA) glutaminianergicznych oraz 2 uM
czeSciowy agonista receptoréw
AMPA

Agonista receptoréow
glutaminianergicznych typu 100 uM
NMDA

Kwas N-metylo-D-
asparaginowy (NMDA)

Kwas a-amino-3-

b e e e A Agonista receptorow

jzoksazolopropionowy %ﬁ?j\mmanerglcmyc}l typu 100 uM
(AMPA)

6,7- Antagonista receptoréw
dinitrochinosalino- glutaminianergicznych nie- 50 uM
2,3-dion (DNQX) NMDA
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Kwas 2-Amino-5-
fosfonopentanowy
(D-AP5)

Kortykosteron (CORT)

Spironolakton (SPL)

Dawki poszczegdlnych

wczes$niej badaniach wstepnych.

Selektywny antagonista

receptorow

glutaminianergicznych typu 100 uM
NMDA

Agonista receptorow 2 UM
kortykosteroidowych H
Antagonista receptorow 2 UM

mineralokortykosteroidowych

lekow zostaly wypracowane w przeprowadzonych

Zwierzeta poddawano anestezji wziewnej przy uzyciu izofluranu (Aerrane, Baxter,

Polska), az do zatrzymania akcji oddechowej. Nastepnie szczury dekapitowano

i wypreparowywano mozg, ktory umieszczany byt w natlenowanym (95% 02 + 5%

COz) i schtodzonym (3 - 5°C) sztucznym ptynie moézgowo-rdzeniowym. Z mdzgu

preparowano skrawki PHa poprzez odciecie bocznych czesci obu p6tkul oraz gérnej

czesci mézgu. Pozostaly bloczek tkanki krojono na skrawki o grubosci ok. 500 pm

w plaszczyznie czolowej, przy uzyciu gilotyny tkankowej (Stoelting, Wood Dale,
p y J, Przy uzyciu giotyny ) g

USA; Ryc. 5).
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Ryc. 5. Procedura przygotowania preparatéw PHa, szczegdty w tekscie.

W ciggu 6-7 minut z kazdego mo6zgu pozyskiwane byty 2 lub 3 skrawki zawierajace
obszar tylnego podwzgorza, a doktadniej: tylko jadro nadsuteczkowate, zar6wno
jadro nadsuteczkowate, jak i jadra tylnego podwzgoérza lub tylko jadra tylnego
podwzgédrza. Skrawki PHa byly nastepnie preinkubowane w natlenowywanym
ACSF w temperaturze okoto 200C przez co najmniej godzine, w celu regeneracji
tkanki. Po tym czasie, skrawki byly przenoszone do komory rejestracyjnej typu
»gas-liquid interface”, w ktérej znajdowaty sie na powierzchni nylonowej siatki,
bedac jednoczesnie perfundowanymi natlenowanym i ogrzanym (do okoto 359C)
ptynem moézgowo-rdzeniowym (przeptyw ACSF przez komore w tempie okoto
1,5 ml na minute). Taka inkubacja trwata 30 minut, a nastepnie miata miejsce
wlasciwa czeS¢ eksperymentalna, w ktoérej rejestrowano aktywnos$¢ EEG

w preparatach PHa.
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W warunkach in vitro, aktywno$¢ EEG preparatow PHa rejestrowana byta przy
uzyciu szklanej elektrody rejestrujacej (3 - 5 M) wypetnionej 2.0 M roztworem
chlorku sodu. Pomiar opornosci uzyskiwany byt dzieki miernikowi Omega-Tip-Z
(World Precision Instruments; USA). Elektrody zostaty wytworzone z Kkapilar
szklanych typu Kwik-Fill o dtugosci 10 cm i wewnetrznej Srednicy 0,84 mm (World
Precision Instruments, USA) przy uzyciu pionowej wyciggarki elektrod (Narishige
PE-2; Scientific Instruments Lab; Japonia). Elektroda rejestrujaca byta odpowiednio
pozycjonowana w preparatach PHa na gtebokos$ci co najmniej 50 uM przy pomocy
mikromanipulatora jednoosiowego (IVM-1000, Scientifica, Wielka Brytania).
Pierwsze ok. 10 minut rejestrowanego sygnatu stuzyto zawsze jako zapis kontrolny
(CTRL). Nastepnie skrawki perfundowano zwigzkami farmaceutycznymi

rozpuszczonymi w sztucznym ptynie mézgowo-rdzeniowym.

3.3.1. Wzmacnianie, filtrowanie i cyfryzacja sygnatu EEG

Sygnat z pojedynczej elektrody rozdzielany byt na dwie $ciezki za pomoca ztacz
wysokoopornosciowych (Grass HI Z Probe; Grass-Astromed, USA; Ryc. 6),
a nastepnie kazda z nich byta poddawana odmiennemu filtrowaniu i wzmocnieniu.
Dzieki temu, mozna byto rejestrowac zaréwno LFP, jak i aktywno$¢ pojedynczych

neurondéw jednocze$nie, z tego samego miejsca preparatu.
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W celu rejestracji aktywnosci polowej (ang. field potentials) sygnat bioelektryczny
byt wzmacniany (wzmocnienie 1000-krotne, model p-511, Grass-Astromed, USA)
oraz filtrowany (filtr dolnoprzepustowy 1 Hz, filtr gérnoprzepustowy 0,3 kHz).
Z kolei w celu rejestracji aktywnosci pojedynczych neuronéw (ang. unit potentials)
sygnal bioelektryczny byl wzmacniany 2000-krotnie oraz filtrowany (filtr
dolnoprzepustowy 3 Hz, filtr gornoprzepustowy 300 kHz). Nastepnie, wzmocnione
i przefiltrowane sygnaty byty cyfryzowane (czestotliwos$¢ probkowania: 100 Hz dla
potencjatéw polowych i 4,17 kHz dla potencjatéw czynnos$ciowych pojedynczych
neuronéw) z wykorzystaniem przetwornika analogowo-cyfrowego Power 1401
(Cambridge Electronic Design, UK). Dane zapisywano na dysku twardym komputera
w celu poZniejszej analizy off-line (Spike 2.7, Cambridge Electronic Design, UK).
Uktad podtrzymujacy zywotno$¢ skrawkéw oraz aparatura rejestracyjna
znajdowaty sie na stole antywibracyjnym (Standa Opto-Mechanical Products, Litwa)

i w klatce Faradaya, ktéra minimalizowata szum elektromagnetyczny, dzieki czemu
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artefakty ograniczone byly do minimum. W celu ograniczenia zakltdcen

elektromagnetycznych, wzmacniacze i filtry umieszczone byly poza Kklatka

Faradaya, a kazde z urzadzen byto uziemione.

3.4. Protokoty doswiadczalne

Aby osiggna¢ cele wyznaczone w niniejszej rozprawie doktorskiej, opracowano trzy

protokoty doswiadczalne. Mialy one za zadanie dostarczy¢ wyniki pozwalajgce

pozna¢ i scharakteryzowa¢ udzial receptoréw glutaminianergicznych oraz

kortykosteroidowych w generowaniu rytmu theta w obszarze tylnego podwzgérza,

a kazdy z nich korespondowat z kolejnym celem obranym w niniejszej pracy

doktorskie;j.

Protokoty doswiadczalne

Protokét I: Okreslenie zdolnosci
preparatow in vitro obszaru
tylnego podwzgdrza do
generowania lokalnego rytmu
theta po pobudzeniu receptorow
glutaminianergicznych.

Protokét 1I: Okreslenie
charakterystyki wytadowan
pojedynczych neuronéw PHa
zwigzanych z lokalnym,
glutaminianergicznym
rytmem theta.

Protokot 11l: Okreslenie wptywu
pobudzenia receptorow
kortykosteroidowych na rytm
theta wywotany pobudzeniem
receptoréw glutaminianergicznych
w preparatach PHa.

Whptyw perfuzji preparatow PHa roztworem
kwasu kainowego na zdolno$¢ do
generowania rytmu theta.

Whptyw perfuzji preparatéw PHa roztworem
= NMDA na zdolnos¢ do generowania rytmu
theta.

Whptyw perfuzji preparatow PHa roztworem

=4 AMPA na zdolnos¢ do generowania rytmu
theta.

Aktywnos¢ pojedynczych neurondéw PHa
wywotana perfuzjg preparatéw roztworem
KA.

Aktywnosc¢ pojedynczych neuronéw PHa
wywotana perfuzjg preparatow roztworem
NMDA.
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3.4.1. Protokoét I: wplyw pobudzenia receptoréw glutaminianergicznych
w obszarze tylnego podwzgorza na zdolnos¢ do generowania rytmu

theta

Pierwsza fazg badan byto okreslenie wptywu pobudzenia réznego typu receptorow
glutaminianergicznych na zdolno$ci preparatow PHa in vitro do generowania
lokalnego rytmu theta po takiej aktywacji. DoSwiadczenia przeprowadzono

w 3 grupach eksperymentalnych:

Grupa 1

Do tego cyklu doswiadczalnego wykorzystano 45 skrawkéw PHa pochodzacych
od 20 szczuréw. Skrawki perfundowano roztworem KA (do realizacji celu 1.1)
w stezeniu 2 uM. W przypadku preparatéw pobranych od 5 szczuréw, po podaniu
KA i zarejestrowaniu rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem KA (stezenie
2 uM) i DNQX (stezenie 50 pM) w celu okreslenia, czy rejestrowana aktywnos¢
oscylacyjna zwigzana byta z pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych typu

kainowego.

Grupa 2

Do tego cyklu doswiadczalnego wykorzystano 50 skrawkéw PHa pochodzacych
od 20 szczuréw. Skrawki perfundowano roztworem NMDA (do realizacji celu 1.2)
w stezeniu 100 pM. W przypadku preparatéw pobranych od 5 szczuréw, po podaniu
NMDA i zarejestrowaniu rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem NMDA
(stezenie 100 uM) i D-AP5 (stezenie 100 uM) w celu okreSlenia, czy rejestrowana
aktywno$¢  oscylacyjna  zwigzana byla z  pobudzeniem receptorow
glutaminianergicznych typu NMDA.

51



Grupa 3

Do tego cyklu do$wiadczalnego wykorzystano 40 skrawkéw PHa pochodzacych
od 20 szczuréw. Skrawki perfundowano roztworem AMPA (do realizacji celu 1.3)
w stezeniu 100 puM. Jako ze w tym cyklu eksperymentalnym nie zarejestrowano

rytmu po AMPA, nie przeprowadzono blokowania rytmu.

3.4.2. Protokotl II: lokalny, glutaminianergiczny rytm theta w PHa

a aktywnos¢ pojedynczych neurondw i ich charakterystyka

W celu okreSlenia charakterystyki aktywnos$ci neuronéw PHa zwigzanych
z lokalnym, glutaminianergicznym rytmem theta, preparaty perfundowano
roztworem kwasu kainowego (realizacja celu 2.1) albo roztworem NMDA

(realizacja celu 2.2).

W tym cyklu doswiadczen wykorzystano technike rejestracji zewnatrzkomaérkowej
aktywnos$ci pojedynczych neuronéw obszaru tylnego podwzgérza oraz
towarzyszacej im aktywnosci polowej. We wszystkich eksperymentach rejestracji
dokonywano z PH oraz SuM. Wzorce wytadowan komoérkowych nastepnie

analizowano i kategoryzowano do jednej z trzech grup:

1. neurony zwigzane z rytmem theta,
2. neurony niezalezne od rytmu theta (ang. non-related; NR),

3. neurony chronometryczne.

Podziatu neuron6w PHa na typy dokonywano w oparciu o powigzanie ich wzorcow
aktywnosci z jednoczesnym, lokalnym rytmem theta (lub jego brakiem) zgodnie

z szeroko akceptowang Kklasyfikacja komdrek zwigzanych z rytmem theta
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opracowang przez Coloma i Blanda (1987). Neurony klasyfikowano jako neurony
zwigzane z rytmem theta, je$li generowaly potencjaly czynnos$ciowe podczas
rejestrowanego réwnocze$nie rytmu w PHa. Neurony wyladowujace w sposéb
losowy, zar6éwno podczas epizodéw rytmu, jak i w czasie interwatéow
nierytmicznych, klasyfikowano jako neurony niezalezne od rytmu theta (NR).
Z kolei do grupy neuronéw chronometrycznych klasyfikowano te komdrki PHa,
ktére generowaly potencjaly czynnoSciowe ze stalg czestotliwoscia i ktorych
rytmiczny wzorzec aktywno$ci nie zmieniat sie przez co najmniej kilka minut oraz
nie byt on powiazany z jednoczesnymi epizodami rytmu theta. Do$wiadczenia

przeprowadzono w 2 grupach eksperymentalnych:

Grupa 1

Do tego cyklu do$wiadczalnego wykorzystano 95 skrawkéw PHa pochodzacych
od 40 szczuréw. Skrawki perfundowano roztworem kwasu kainowego (do realizacji

celu 2.1) w stezeniu 2 pM.

Grupa 2

Do tego cyklu doSwiadczalnego wykorzystano 135 skrawkéw PHa pochodzacych
od 60 szczuréw. Skrawki perfundowano roztworem NMDA (do realizacji celu 2.2)

w stezeniu 100 pM.
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3.4.3. Protoket III: wplyw pobudzenia receptorow kortykosteroidowych
na lokalny, glutaminianergiczny rytm theta w obszarze tylnego

podwzgorza

Trzeci  protokét dotyczyt analizy wptywu  pobudzenia receptoréow
kortykosteroidowych na rytm theta wywotany pobudzeniem receptoréow
glutaminianergicznych w preparatach PHa. Do tego cyklu doswiadczalnego
wykorzystano 40 skrawkéw PHa pochodzacych od 20 szczuréw. Skrawki
perfundowano roztworem KA (do realizacji celu 3) w stezeniu 2 uM. W przypadku
zarejestrowania powtarzalnych epizodéw rytmu theta, skrawki perfundowano
roztworem KA (stezenie 2 pM) i CORT (stezenie 2 puM) w celu modulowania
wywotanego rytmu. W preparatach pobranych z 5 szczuréw, w celu okreslenia,
czy efekt obserwowany po podaniu kortykosteronu zwigzany byt z aktywacja
receptoréw mineralokorytkosteroidowych, podawano spironolakton (stezenie

2 uM).

Badanie charakterystyki i parametrow rytmu theta rejestrowanego ze skrawkéow
PHa prowadzono w oparciu o iloSciowa analize podstawowych wskaZznikoéw
okreslajacych oscylacje, a mianowicie: amplitudy (AMPL), czestotliwosci (FQ)
i mocy dominujgcego pasma czestotliwosci (PWR) epizodéw. Amplitude zapisu
badano automatycznie przy uzyciu oprogramowania Spike 2.7. Istotnymi
parametrami stuzagcymi do dalszej analizy byty czestotliwo$¢ oraz moc
dominujacego pasma czestotliwoSci oscylacji, obliczane przez oprogramowanie

komputerowe Spike 2.7 przy uzyciu algorytmu transformaty Fouriera (ang. Fast
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Fourier Transform; FFT). Czestotliwo$¢, amplituda oraz moc mierzone byly

na 2-sekundowych fragmentach zapisu rytmu.

Poziom rytmicznos$ci wytadowan kazdego z neuronéw zwigzanych z rytmem theta
oraz neuronéw chronometrycznych oceniany byl na podstawie analizy
autokorelacji. Podzial komérek na neurony zwigzane i niezwigzane z rytmem theta
zalezat od wzorcéw wytadowan przejawianych podczas epizodéw theta oraz LIA.
Neurony wytadowujace w sposdéb nieregularny przez caly czas kategoryzowane
byty jako neurony niezwigzane z rytmem. Z kolei powigzanie wzorcow wytadowan
ze wspotwystepujacymi epizodami rytmu theta badane byto za pomoca analizy
korelacji krzyzowej. JeSli w histogramie autokorelacji lub korelacji krzyzowej
obserwowane byly regularne, powtarzajace sie szczyty, oznaczato to wysoki poziom
korelacji badanych zapiséw; z kolei jesli histogram byl wyptaszczony, to takiej
korelacji nie zaobserwowano. Obie te analizy prowadzone byly przy uzyciu

oprogramowania Spike 2.7.

Wartosci trzech mierzonych parametréow rejestrowanego rytmu theta (amplitudy,
czestotliwos$ci i mocy dominujgcego pasma czestotliwosci) analizowano iloSciowo,
a uzyskane dane liczbowe poddawano analizie statystycznej (Statistica 13; TIBCO
Sotftware, USA), podczas ktorej obliczano Srednie statystyczne (x), btedy
standardowe (SE), a dodatkowo, w celu poréwnania wartosci parametrow rytmu
theta rejestrowanego w skrawkach PHa, przeprowadzono analize wariancji

(test Kruskala-Wallisa oraz test U Manna-Whitneya).
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Przeprowadzono trzy cykle do$wiadczalne majace na celu scharakteryzowanie
udziatu receptoréw glutaminianergicznych i kortykosteroidowych w generowaniu

rytmu theta w obszarze tylnego podwzgérza w warunkach in vitro.

W tabeli 2 =zapisano liczbe zwierzat i preparatéw PHa wykorzystanych
do przeprowadzenia badan, liczbe pobranych preparatow oraz liczbe udanych
doswiadczen (czyli doswiadczen w ktérych zarejestrowano aktywno$¢ oscylacyjng
theta (dla celu 1.1, 1.2, 1.3 i 3) lub aktywno$¢ theta i towarzyszaca jej aktywnos$¢

pojedynczych neuron6w PHa (dla celu 1.2 i 2.2)).

Tabela 2 Liczba udanych doswiadczen przeprowadzonych w ramach realizacji celéw niniejszej pracy doktorskiej.

Zwiazek Rodzaj Liczba Liczba Udane

chemiczny eksperymentu szczurOw  preparatow doswiadczenia

NMDA
komorkowej
(cel 2.2)

Wywotywanie
AMPA mu (cel 1.3) 20 40 0
Modulacja rytmu 20 (w tym
KA+CORT (cel 3) 5 SPL) 40 34

Wywotywanie

rytmu (cel 1) 5 DNQX) 45 39

Analiza

aktywnosci 40 95 28
komorkowej

(cel 2.1)

Wywotywanie 20 (w tym 50 17
rytmu (cel 1.2) 5 D-AP5)

Analiza
Flagmese 60 135 36
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Skrawkéw wykorzystanych do badan NMDA byto zauwazalnie wiecej niz
w przypadku KA. Bylo to spowodowane znacznie nizszym prawdopodobienstwem

wywotania rytmu, co wida¢ przy poréwnaniu udanych doswiadczen.

W pierwszym cyklu eksperymentalnym analizowano zdolno$¢ skrawkéw obszaru
tylnego podwzgoérza do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu
receptoréw glutaminianergicznych. Celem pierwszej serii do§wiadczalnej (cel 1.1.)
byto okreslenie wptywu pobudzenia receptoréw glutaminianergicznych poprzez
perfuzje preparatéw PHa roztworem kwasu kainowego na generowanie lokalnego
rytmu theta, celem drugiej serii (cel 1.2.) byto okreslenie wptywu pobudzenia
receptoréw glutaminianergicznych poprzez perfuzje preparatéw PHa roztworem
NMDA, a celem trzeciej (cel 1.3.) byto okreslenie wptywu pobudzenia receptorow

glutaminianergicznych poprzez perfuzje preparatow PHa roztworem AMPA.

4.1.1. Wplyw pobudzenia receptorow glutaminianergicznych poprzez

perfuzje roztworem kwasu kainowego

W pierwszej serii pierwszego cyklu eksperymentalnego skrawki PHa perfundowano
2 uM roztworem kwasu kainowego. Wykazano, Ze aktywacja receptorow
glutaminianergicznych poprzez perfuzje skrawkéw PHa roztworem KA prowadzi
do generowania dobrze zsynchronizowanych epizodéw rytmu theta,
ktére pojawiaty sie natychmiast po tym, jak roztwér docierat do komory

inkubacyjnej (Ryc. 7, panel gorny i srodkowy). Rytm zarejestrowano w 39 z 45
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przebadanych preparatow (87% udanych doswiadczen). Oscylacje obecne byty
przez co najmniej 30 minut rejestracji, w epizodach trwajacych przecietnie od
3 do 6 sekund. Najdtuzsze i najczeSciej pojawiajace sie epizody obserwowano przez
pierwsze 15-20 minut doswiadczenia. Tak jak wspomniano wcze$niej, iloSciowej
analizie poddawano trzy parametry rytmu theta: amplitude, czestotliwo$¢ oraz moc
dominujacego pasma czestotliwosci (Tabela 3). Srednia czestotliwo$¢ (2SE) rytmu
theta wywotanego perfuzjg preparatéow PHa roztworem KA wynosita 5.46 (+0.07)
Hz, $rednia amplituda to 179.50 (£9.32) uV, a $rednia moc dominujacego pasma

czestotliwosci to 290.51 (¥25.72) pva.

Tabela 3 Parametry rytmu theta zarejestrowanego z obszaru tylnego podwzgdérza w wyniku podawania 2 uM
KA oraz w wyniku podawania 100 uM NMDA. Tabela przedstawia srednie wartosci czestotliwosci, amplitud
i mocy dominujqcego pasma czestotliwosci.

KA NMDA
FQ [Hz] AMPL PW? FQ AMPL PW?
(V] [nVZ] [Hz] (V] [nV2]
Srednia (x) 5,46 179,50 290,51 5,20 193,00 470,76
L GEN N 0,07 9,32 25,72 0,06 5,81 24,04
Prawdopodo-
bienstwo 87% 349

wywotlania
rytmu

W pieciu doswiadczeniach, po zarejestrowaniu stabilnych, powtarzalnych epizodéw
rytmu, w celu okreSlenia, czy wywotany zostat przez pobudzenie receptorow
glutaminianergicznych typu KA, podawano roztwér 2 pM KA + 50 puM DNQX
(6,7-dinitrochinosalino-2,3-dionu), ktéry jest kompetencyjnym antagonistg

receptorow KA. We wszystkich pieciu eksperymentach, rytm theta w PHa zostat
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zniesiony w wyniku perfuzji preparatéw roztworem zawierajacym DNQX (Ryc. 7,

dolny panel).

CTRL (ACSF)
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Ryc. 7 Zapisy aktywnosci polowej rejestrowanej w preparatach obszaru tylnego podwzgdrza. Gérny panel -
kontrola (CTRL); srodkowy panel - zapis EEG po podaniu 2 uM kwasu kainowego; dolny panel - zapis nEEG
po podaniu 2 uM KA + 50 uM DNQX. Po prawej stronie znajdujq sie histogramy mocy dominujgcego pasma
czestotliwosci uzyskane w oparciu o analize FFT. Zielone pole zaznaczone w zapisie oznacza fragment aktywnosci
EEG poddanej analizie FFT. Kalibracja osi: 15, 100 V.
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4.1.2. Wplyw pobudzenia receptorow glutaminianergicznych poprzez

perfuzje roztworem NMDA

W drugiej serii pierwszego cyklu badawczego skrawki PHa perfundowano 100 uM
roztworem NMDA. Dowiedziono, Ze aktywacja receptoréw glutaminianergicznych
poprzez perfuzje preparatow PHa roztworem NMDA prowadzi do generowania
silnie zsynchronizowanych epizodéw rytmu theta, ktére pojawiaty sie rowniez
zaraz po tym, gdy roztwor docierat do skrawkoéw (Ryc. 8, panel gérny i Srodkowy).
Rytm zarejestrowano w 17 z 50 preparatéw (34% udanych doswiadczen). Oscylacje
obecne byty przez minimum 30 minut rejestracji w epizodach trwajacych $rednio
od 3 do 6 sekund. Epizody o najwiekszej dtugosci i pojawiajace sie najczes$ciej
rejestrowano przez pierwsze 15-20 minut doswiadczenia. Réwniez i w tym
przypadku, ilo$ciowej analizie poddawano trzy parametry rytmu theta: amplitude,
czestotliwo$¢ oraz moc dominujacego pasma czestotliwosci (Tabela 3). Srednia
czestotliwos¢ (+SE) rytmu theta wywotanego perfuzja preparatéw PHa roztworem
NMDA wynosita 5.20 (x0.06) Hz, sSrednia amplituda to 193.00 (£5.81) uV, a $Srednia
moc dominujgcego pasma czestotliwosci to 470.76 (£24.04) uVa
Prawdopodobienstwo  zarejestrowania rytmu theta ~w  preparatach
perfundowanych roztworem NMDA byto znaczgco nizsze w poréwnaniu do perfuzji

kwasem kainowym (34% vs. 87% udanych doswiadczen).

W pieciu badaniach, po zarejestrowaniu stabilnych, powtarzalnych epizodéw
rytmu, w celu okre$lenia, czy wywotany on zostat przez pobudzenie receptorow
glutaminianergicznych typu NMDA, podawano roztwér 100 uM NMDA + 100 uM

D-APS5, ktory jest kompetencyjnym antagonistg receptoréw NMDA. We wszystkich
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pieciu eksperymentach, rytm theta w PHa zostat zniesiony w wyniku perfuzji

preparatow roztworem zawierajagcym D-AP5 (Ryc. 8, panel dolny).

CTRL (ACSF) Analiza FFT
22200
predli o R A ey
— o
NMDA 100 |J,M 2 4 6 8 10 12[Hg

'i”‘
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" *“ W ‘WM 'WWWM&WAWWI '\a ﬂh |
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Ryc. 8 Zapisy aktywnosci polowej rejestrowanej w preparatach obszaru tylnego podwzgdrza. Gérny panel -
kontrola (CTRL); srodkowy panel - zapis EEG po podaniu 100 uM NMDA; dolny panel - zapis uEEG po podaniu 100
uM NMDA + 100 uM D-AP5. Po prawej stronie znajdujq sie histogramy mocy dominujgcego pasma czestotliwosci
uzyskane w oparciu o analize FFT. Zielone pole zaznaczone w zapisie oznacza fragment aktywnosci EEG poddanej
analizie FFT. Kalibracja osi: 1 s, 100 uV.
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4.1.3. Wplyw pobudzenia receptoréw glutaminianergicznych poprzez

perfuzje roztworem AMPA

W trzeciej serii pierwszego cyklu doswiadczalnego skrawki PHa perfundowano
100 uM roztworem AMPA. W zadnym z preparatéw nie zarejestrowano rytmu theta
w wyniku zastosowanej procedury. Dowiedziono, ze aktywacja receptoréw
glutaminianergicznych poprzez perfuzje skrawkéw PHa roztworem AMPA nie
prowadzi do generowania rytmu theta (Ryc. 9).

CTRL (ACSF) Analiza FFT

%1200

| ' 1
\ i A A i AAA R N M AR piAM A A A A Ml s 800
WA A n\‘ WYY/ ',.'/,N WAV AR M"""‘\V“‘“'\‘."-,‘ Vi 600
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2 4 6 8 10 12 [Hz]
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4.1.4. Porownanie parametrow rytmu theta wywotanego pobudzeniem
receptorow glutaminianergicznych poprzez perfuzje kwasem

kainowym i NMDA

W celu podsumowania wptywu glutaminianergicznego pobudzenia réznego typu
receptoréw, poréwnano warto$ci podstawowych parametréw rytmu theta
rejestrowanego pomiedzy grupami doswiadczalnymi, w ktorych zastosowano

perfuzje kwasem kainowym vs. NMDA. Przeprowadzona analiza pozwolita wykazac,
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ze Srednia czestotliwo$¢ rytmu theta wywotanego perfuzja roztworem NMDA byta
istotnie nizsza (5,20+0,06 Hz, test U Manna-Whitneya, z=3.10, p<0.01)
w poréwnaniu do czestotliwosci rytmu wywotanego perfuzja roztworem KA
(5,46+0,07 Hz). Natomiast podczas perfuzji roztworem NMDA zaréwno amplituda
(193,00+5,81 pV, test U Manna-Whitneya, z=-2.39, p<0.05), jak i moc dominujgcego
pasma czestotliwosci (470,76+24,04 pV?2, test U Manna-Whitneya, z=-5.56,
p<0.001) byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do amplitudy (179,50+9,32 uV)
imocy (290,51£25,72 uV2) podczas perfuzji roztworem KA (Ryc. 10). Nalezy jednak
zwroci¢ uwage na fakt, iz prawdopodobienstwo wywotania rytmu po perfuzji
preparatow PHa roztworem zawierajagcym KA byto ponad dwukrotnie wyzsze

niz po NMDA (87% vs. 34%).

Czestotliwo$é [Hz] Amplituda [pV] Moc [pV?]
*k * * %k
5,6 200 [ ‘ 600
5.5 [ I 500
5,4 150 400
53 100 300 I
5,2 200
50
5,1 100
5,0 0 0
KA NMDA KA NMDA KA NMDA
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4.2. OKresSlenie charakterystyki wyladowan pojedynczych
neuronéw PHa zwigzanych z lokalnym, glutaminianergicznym

rytmem theta

W drugim cyklu badawczym analizowano charakterystyke i wzorce wytadowan
neuronalnych w skrawkach obszaru tylnego podwzgo6rza po aktywacji receptorow
glutaminianergicznych. Celem pierwszej serii doswiadczalnej cyklu drugiego (cel
2.1.) byto zbadanie aktywno$ci pojedynczych neuronéw wywotanej pobudzeniem
receptorow glutaminianergicznych poprzez perfuzje preparatow PHa roztworem
KA, a celem drugiej serii (2.2.) byto zbadanie aktywnosSci pojedynczych neuronéw
wywotanej pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych poprzez perfuzje
preparatow PHa roztworem NMDA. W tabeli 4 podana zostata liczba oraz
klasyfikacja neuronéw zarejestrowanych w obu seriach doswiadczalnych po
pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych w preparatach obszaru tylnego

podwzgobrza.

Tabela 4 Liczba i klasyfikacja neurondw zarejestrowanych po perfuzji preparatéw PHa roztworami KA i NMDA.

Klasyfikacja komorek KA (2 pM) NMDA (100 uM)
Neurony NR 17
Neurony chronometryczne

Neurony theta-on fazowe

3

Liczba preparatow




4.2.1. Aktywnos¢ neuronéw wywolana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych KA

W pierwszej serii drugiego cyklu badawczego zastosowano perfuzje skrawkéw PHa
2 UM roztworem KA i rejestrowano aktywnos$¢ pojedynczych neuronow. Trzy
neurony sklasyfikowano jako neurony theta-on fazowe, podczas gdy aktywnos¢
pozostatych 25 neuronéw scharakteryzowano jako niezalezne od rytmu theta
rejestrowanego réwnoczes$nie w PHa, a 8 z nich skategoryzowano jako neurony
chronometryczne. Zarejestrowano tacznie 28 neuronéw w doswiadczeniach
prowadzonych na 40 preparatach, co daje skuteczno$¢ na poziomie 70%.
Nie zaobserwowano réznic w prawdopodobienstwie zarejestrowania aktywnych

neuronéw miedzy SuM a PH.
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4.2.1.1. Aktywnos¢  neuronéw __ wywotana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych KA — neurony chronometryczne

Sposrod 28 zarejestrowanych neuronéw, osiem (28.57%) zaklasyfikowano
do grupy neuronéw chronometrycznych. Typowy wzorzec wytadowan takich
neurondéw pokazano na rycinie Ryc. 11. Histogram autokorelacji pokazuje bardzo
silng rytmiczno$¢ wytadowan tej komorki. Kazda z komoérek chronometrycznych
wytadowywata niezaleznie od obecnosci lokalnego rytmu theta w zapisie polowym
w obszarze tylnego podwzgdrza. Aktywno$¢ takich neuronéw pozostawata

niezmienna przez dtuzsze okresy (10-20 min.).
Potencjat polowy PHa
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4.2.1.2. Aktywnos¢  neuronéw __ wywotana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych KA — neurony niezalezne od rytmu theta

Siedemnascie sposrod 28 zarejestrowanych neuronéw (60.71%) skategoryzowano
jako neurony niezalezne od rytmu theta (NR). Neurony te wytadowywaty w sposéb
nieregularny i niepowigzany ze wspétistniejacg aktywnoscig polowa. Przyktadowa
charakterystyka wytadowan takich neuronéw pokazana jest na rycinie 12.
Histogram autokorelacji pokazuje brak rytmicznos$ci wytadowan tej komorki.
Z kolei histogram Kkorelacji krzyzowej ilustruje brak powigzania wytadowan

neuronu NR z aktywnoS$cig polowa w PHa.

Potencjal polowy PHa
2y cc
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| ot s e
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4.2.1.3.  Aktywnos¢ neuronow

theta-zaleznych _wywotana _pobudzeniem

receptorow glutaminianergicznych KA — neurony theta-on fazowe

Trzy sposréd 28 zarejestrowanych neuronéw (10.71%) przyporzadkowano

do grupy neurondéw theta-on fazowych. Przyktadowy wzorzec wytadowan takich

komorek pokazany jest na rycinie 13. Neuron ten wytladowuje rytmicznie wraz

Z pojawieniem sie oscylacji theta, a przestaje wytadowywaé¢, gdy rytm theta

przestaje by¢ obserwowany. Histogram autokorelacji (AC) pokazuje wysoka

rytmiczno$¢ tych wytadowan, a histogram korelacji krzyzowej (CC) wskazuje na

jasng zalezno$¢ pomiedzy pojedynczymi wyladowaniami a fazg jednoczeS$nie

wystepujacego rytmu theta.
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4.2.2. Aktywnos¢ neuronéw wywolana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych NMDA

W drugiej serii drugiego cyklu badawczego zwigzanego z analizg aktywno$ci
pojedynczych neuronéw zastosowano perfuzje skrawkéw PHa 100 uM roztworem
NMDA, a nastepnie rejestrowano aktywno$¢ pojedynczych neuronéw
i towarzyszaca im aktywno$¢ polowa w skrawkach tylnego podwzgorza.
Nie zarejestrowano aktywnos$ci neuronéw zaleznych od rytmu theta - aktywnos¢
wszystkich 36 neuronéw scharakteryzowano jako niezalezne od jednoczesnego
rytmu theta w PHa, a 10 z nich skategoryzowano jako neurony chronometryczne.
Nie zaobserwowano réznic w prawdopodobienstwie zarejestrowania aktywnych
neuronéw miedzy SuM a PH. Jednak, w poréwnaniu z neuronami zarejestrowanymi
po perfuzji skrawkéw PHa roztworem KA, prawdopodobienstwo rejestracji
neurondw po NMDA byto nizsze, gdyz zarejestrowano 36 neurondéw
w eksperymentach prowadzonych na 60 skrawkach. Daje to skuteczno$¢

na poziomie 60%.
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4.2.2.1. Aktywnos¢  neuronéw __ wywotana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych NMDA — neurony chronometryczne

Sposrdd 36 zarejestrowanych neuronéw 10 (27.78%) zaklasyfikowano do grupy
neuronéw chronometrycznych. Typowy wzorzec wytadowan takich neuronéow
pokazano na rycinie 14. Histogram autokorelacji (AC) pokazuje bardzo silng
rytmiczno$¢ wytadowan tego neuronu. Kazda z komorek chronometrycznych
wytadowywata niezaleznie od obecnosci lokalnego rytmu theta na potencjale
polowym w PHa. Aktywnos$¢ takich neuronéw pozostawata niezmienna przez

dtuzszy czas (10-20 min.).
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4.2.2.2. Aktywnos¢  neuronéw ___ wywotana pobudzeniem receptorow

glutaminianergicznych NMDA - neurony niezalezne od rytmu theta

Sposréd 36 zarejestrowanych neuronéw 26 (72.22%) skategoryzowano jako
neurony niezalezne od rytmu theta (NR). Przyktadowy wzorzec wytadowan takich
neurondw pokazany jest na rycinie 15. Histogram autokorelacji (AC) ilustruje brak
rytmiczno$ci wytadowan tej komorki. Z kolei histogram korelacji krzyzowej (CC)

pokazuje brak powigzania wytadowan neuronu NR z aktywnos$cig polowg w PHa.
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W  trzecim cyklu badawczym analizowano wptyw aktywacji receptoréw
kortykosteroidowych na lokalny, glutaminianergiczny rytm theta obecny
w skrawkach obszaru tylnego podwzgoérza. Zastosowano kwas kainowy
na podstawie pierwszego cyklu doswiadczalnego, z ktérego wynikneto,
iz prawdopodobienstwo rytmu po perfuzji skrawkéw PHa roztworem KA jest
znacznie wyzsze niz po NMDA. W tym celu, poczatkowo zastosowano perfuzje
preparatbw PHa 2 uM roztworem KA, a po zarejestrowaniu dobrze
zsynchronizowanych epizodéw rytmu theta, skrawki perfundowano roztworem
2 uM kwasu kainowego + 2 uM kortykosteronu (Ryc. 16). Zaobserwowano wyrazne

wzmocnienie parametréw rejestrowanego w skrawkach PHa rytmu theta.

Na podstawie wczeSniejszych badan (Bocian i wsp., 2016a), podejrzewano,
iz w  efekt modulujagcy mogg  byc zaangazowane receptory
mineralokortykosteroidowe, stad sprawdzono, czy efekt wywierany przez
kortykosteron  zwigzany byt z  pobudzeniem = wilasnie receptoréw
mineralokortykosteroidowych. W pieciu badaniach, gdy wywotywany rytm theta
byt powtarzalny, a modulacja zwigzana z podaniem kortykosteronu widoczna,
podawano roztwér 2 pM KA + 2 uM CORT + 2 uM SPL (ktdry jest antagonista
receptorow MR). We wszystkich pieciu eksperymentach perfuzja preparatéw
roztworem zawierajagcym spironolakton powodowata inhibicje pobudzajacego
dziatania kortykosteronu i powro6t parametrow rejestrowanego rytmu do wartosci
zblizonych do tych, ktére obserwowane byty po podaniu jedynie kwasu kainowego.
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Tak jak w poprzednim cyklu, iloSciowej analizie poddawano trzy parametry rytmu
theta rejestrowane podczas dos$wiadczen: amplitude, czestotliwo$¢ oraz moc
dominujacego pasma czestotliwosci (wyniki przedstawiono w tabeli 5). Srednia
czestotliwos$¢ (£SE) obserwowanego rytmu theta wywotanego perfuzja preparatow
roztworem KA w tym cyklu badawczym to 5.44 (+0.07) Hz, Srednia amplituda
to 142.72 (£5.45) pV, a Srednia moc dominujgcego pasma czestotliwosci to 224.62
(¥18.71) uV2. Z kolei srednia czestotliwos¢ (+SE) obserwowanego rytmu theta
wywotanego perfuzjg preparatéw roztworem KA + CORT w tym cyklu badawczym
to 5.47 (x0.08) Hz, Srednia amplituda to 206.00 (*10.41) puV, a Srednia moc
dominujacego pasma czestotliwosci to 580.20 (£63.96) uV2. Natomiast Srednia
czestotliwos¢ (£SE) obserwowanego rytmu theta wywotanego perfuzja preparatow

roztworem KA + CORT + SPL w tym cyklu badawczym to 5.45 (+0.19) Hz, Srednia



amplituda to 128.57 (x9.13) puV, a sSrednia moc dominujgcego pasma czestotliwosci

to 195.00 (+19.80) pVZ2.

Tabela 5 Poréwnanie podstawowych parametréow (amplitudy (AMPL), czestotliwosci (FQ) i mocy czestotliwosci
dominujqcej (PWR)) rytmu theta zarejestrowanego z obszaru tylnego podwzgdérza w wyniku perfuzji skrawkéw
roztworem kwasu kainowego, mieszaning roztworow KA + CORT oraz mieszaning roztworéw KA + CORT + SPL.

Srednia % btad standardowy (X + SE)

142,72+5,45

5,44+0,07

224,62+18,71

KA (2uM) + CORT

5,47+0,08 206,00+10,41 580,20+63,96
(2pM)

KA (2uM) + CORT
(2uM) + SPL (2uM)

5,45+0,19 128,57+9,13 195,00+19,80

w celu podsumowania wptywu kortykosteroidowej modulacji
glutaminianergicznego rytmu w PHa, poréwnano warto$ci podstawowych
parametréow rytmu theta rejestrowanego pomiedzy grupami doswiadczalnymi,
w ktérych zastosowano perfuzje kwasem kainowym vs. perfuzje roztworem
KA + CORT (Ryc. 17). Przeprowadzona analiza pozwolita wykaza¢, ze wartosci
$rednie zar6wno amplitudy (206,00+10,41 pV, test U Manna-Whitneya, z=-5.05,
p<0.001), jak i mocy dominujgcego pasma czestotliwosci (580,20+63,96 uV?, test
U Manna-Whitneya, z=-5.73, p<0.001) byly istotnie wyzsze w eksperymentach,
w  ktérych podawano mieszanine kwasu kainowego i kortykosteronu,
w poréwnaniu do amplitudy (142,72+5,45 puV) i mocy (224,62+18,71 uV2)
eksperymentdéw rejestrowanych po perfuzji preparatéw jedynie roztworem kwasu

kainowego. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic miedzy
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czestotliwo$cia epizodow badang w obydwu grupach. W kolejnej analizie,
poréwnano  wartoSci parametrow  statystycznych  pomiedzy  grupami
eksperymentalnymi, w ktérych zastosowano perfuzje mieszaning KA + CORT
vs. perfuzje mieszaning KA + CORT + SPL (Ryc. 17). Wykazano, Ze zaréwno
amplituda (128,57+9,13 nV, test U Manna-Whitneya, z=4.22, p<0.001), jak i moc
dominujacego pasma czestotliwosci (195,00£19,80 pV?, test U Manna-Whitneya,
z=4.39, p<0.001) s3 istotnie nizsze w eksperymentach, w ktérych podawano
mieszanine KA + CORT + SPL. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic

miedzy czestotliwos$cia epizodéw badana w obydwu grupach.

W celu sprawdzenia, czy blokowanie receptoréw MR znosi pobudzajacy efekt
kortykosteronu, wywierany na glutaminianergiczny rytm theta w PHa, poréwnano
warto$ci parametréow statystycznych pomiedzy grupami doswiadczalnymi po KA
vs. po KA + CORT + SPL (Ryc. 17). Nie zaobserwowano Zzadnych istotnych
statystycznie réznic pomiedzy obiema grupami w zakresie Srednich wartoSci

czestotliwosci, amplitudy oraz mocy rejestrowanego rytmu theta.

Czestotliwo$é [Hz] Amplituda [pV] Moc [uVZ?]
5'7 ®kk EEEY skekok sk
56
5,5 } 250 600 I
5.4 I 200 1 500
53 150 I . 400
’ 300

100

5.2 200 % I
51 50 100
50 0 0

KA KA + KA + KA KA + KA + KA KA + KA +

CORT CORT + CORT CORT + CORT CORT +
SPL SPL SPL
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5. DYSKUSJA
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W niniejszej rozprawie doktorskiej zrealizowano 3 gléwne cele, dzieki czemu
scharakteryzowano udzial wybranych receptoréw glutaminianergicznych
i kortykosteroidowych w generowaniu oraz modulowaniu rytmu theta w obszarze

tylnego podwzgo6rza w modelu in vitro.

Pierwszym celem bylo okreSlenie zdolnosSci skrawkéw obszaru tylnego
podwzgdrza do generowania lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréow
glutaminianergicznych. Wykazano, iz pobudzenie tych receptoréw poprzez perfuzje
preparatow PHa roztworem kwasu kainowego oraz roztworem NMDA moze
wywotywa¢ rytm theta zaréwno w jadrze nadsuteczkowatym, jak i w jadrach
tylnego podwzgérza. Natomiast skrawki PHa perfundowane roztworem AMPA

nie wykazywaty zdolnosci do rytmogenezy.

Drugim celem byto zbadanie charakterystyki wytadowan pojedynczych neuronéw
PHa oraz ich zwigzku z lokalnym rytmem theta wywotanym aktywacja receptoréow
glutaminianergicznych.  Sposréd  wszystkich  zarejestrowanych  komorek,
przewazajaca cze$C (zaro6wno przy zastosowaniu roztworu KA, jak i NMDA)
stanowity neurony niezalezne od wspotwystepujacego w PHa rytmu theta. Kolejng,
liczng grupa komorek bylty neurony chronometryczne - wzorzec ich wytadowan nie
jest zwigzany z lokalnym rytmem, lecz na podstawie wcze$niejszych badan (Bocian
iwsp., 2016b) mozna przypuszczac, iz sa one zaangazowane w geneze rytmu w HPC.
Najmniejszg grupe stanowity natomiast neurony zalezne od rytmu theta - trzy takie
komorki zarejestrowano jedynie po aktywacji kainowej. Zaklasyfikowano je jako
neurony theta-on fazowe, zgodnie z wcze$niejszymi klasyfikacjami komérek theta-

zaleznych (Bocian i wsp., 2016b; Colom i Bland, 1987).
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Trzecim celem bylo okreSlenie wplywu pobudzenia receptoréow
kortykosteroidowych na lokalny rytm theta o podiozu glutaminianergicznym
obecny w preparatach in vitro obszaru tylnego podwzgoérza. Dowiedziono, iz rytm
ten jest modulowany przez Kkortykosteron w taki sposéb, iz zaréwno moc,
jak 1 amplituda epizodow zwiekszajgq sie. Wyniki uzyskane w niniejszym
opracowaniu  pozwalaja wysuna¢ teze, iz pobudzenie receptorow
mineralokortykosteroidowych moduluje lokalny, glutaminianergiczny rytm theta
w PHa, istotnie zwiekszajagc jego amplitude i moc dominujgcego pasma

czestotliwosci.

Jak wspomniano we wstepie, dzieki szerokim badaniom elektrofizjologicznym,
w formacji hipokampa wyro6zniono dwa odmienne typy rytmu theta pod wzgledem
ich charakterystyki neurochemicznej i powigzan behawioralnych. Rytm theta typu
1 (7-12 Hz) wystepuje podczas aktywnos$ci ruchowej zwierzecia i ma podtoze
niecholinergiczne (przypuszczalnie przede wszystkim serotoninergiczne;
Gutiérrez-Guzman i wsp., 2017; Vanderwolf i Baker, 1986). Ten typ rytmu
rejestrowany jest u zwierzat swobodnie poruszajacych sie, a ekspozycja na zwigzki
anestetyczne prowadzi do jego hamowania (Vanderwolf, 1969). Rytm theta typu 2
(4-7 Hz) powigzany jest ze stanem bezruchu zwierzecia. Ma on charakter
cholinergiczny - podanie agonistow receptoréw cholinergicznych (acetylocholiny,
karbacholu) skutkuje pojawieniem sie rytmu, a podanie antagonistow (siarczan
atropiny) prowadzi do jego blokowania (Bland, 1986). Co wiecej, generowanie

rytmu theta typu 2 niezalezne jest od ekspozycji zwierzecia na anestetyki,
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dzieki czemu mozna go rejestrowac¢ w eksperymentach z ich uzyciem (Bland, 1986;
Gotebiewskiiwsp., 1996; Kowalczyk i wsp., 2013a; Leung, 1998; Vanderwolf, 1969).
Warto doda¢, iz juz w 1988 roku postulowano, iz rytm theta w zakresie
czestotliwosci typu 2 moze by¢ generowany w formacji hipokampa réwniez
po zastosowaniu pobudzenia o charakterze niecholinergicznym. Wykazano,
ze blokowanie receptora NMDA poprzez dokomorowe podanie kwasu
2-aminofosfonowalerianowego (ang. 2-aminophosphonovaleric acid) ostabia rytm
theta w HPC u swobodnie poruszajacych sie szczuréw (Leung i Desborough, 1988).
Podczas doswiadczen innej grupy badawczej, podanie d-cykloseryny (cze$ciowego
agonisty receptora NMDA) zwiekszato moc rytmu theta rejestrowanego w zakrecie
zebatym formacji hipokampa, a podanie MK-801, antagonisty receptora NMDA,
zmniejszato moc i czestotliwo$¢ hipokampalnego rytmu (Pitkdnen i wsp., 1995).
Kolejne eksperymenty pozwolily udowodni¢, iz podawanie NMDA bezposrednio
do formacji hipokampa (zaréwno in vitro, jak i u szczuréw anestetyzowanych
uretanem) skutkowaty generowaniem dobrze zsynchronizowanych epizodéw
rytmu theta (Bland i wsp., 2007; Bonansco i Bufio, 2003; Kazmierska i Konopacki,
2013). Co wazne, rytm wywotany w ten sposob znoszony byly przez
dohipokampalne iniekcje D-AP5, lecz nie miato na niego wptywu podanie siarczanu
atropiny (Bland i wsp., 2007). W dalszych badaniach wykazano réwniez,
ze aktywacja kolejnego typu receptorow glutaminianergicznych (kainowych) moze
prowadzi¢ do generowania/modulacji rytmu theta w obecnego HPC. Podanie
antagonisty receptora KA2 do formacji hipokampa u swobodnie poruszajacych sie
szczuréw modulowato hipokampalny rytm, prowadzac do znacznego obnizenia
czestotliwos$ci rejestrowanej aktywnosci oscylacyjnej (Huxter i wsp., 2007).

Przedstawione powyzej wyniki wyraznie wskazujg na to, ze rytm theta w obrebie
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formacji hipokampa moze by¢ generowany w wyniku pobudzenia uktadu
glutaminianergicznego. Warto jednak zwroci¢ uwage na fakt, iz wptyw aktywacji
receptoréw glutaminianergicznych na zdolno$¢ obszaru tylnego podwzgorza

do generowania rytmu theta nie byt dotagd przedmiotem analiz eksperymentalnych.

Wsréd  receptor6w  glutaminianergicznych mozna  wyrézni¢  receptory
metabotropowe oraz, miedzy innymi, trzy typy receptoréw jonotropowych
bramkowanych ligandem (KA, NMDA i AMPA), ktorych aktywacja zawsze prowadzi
do pobudzajgcej odpowiedzi postsynaptycznej (Frerking i Ohliger-Frerking, 2002;
Purves i wsp.,, 2001). Co istotne, badania na modelu in vitro potwierdzity
wystepowanie licznych receptoréw glutaminianergicznych  sporadycznie
rozmieszczonych w szczurzym podwzgdrzu, w tym ok. 1/3 to receptory NMDA,
ok. 1/3 to receptory nie-NMDA (KA/AMPA), a ok. 1/3 to receptory metabotropowe
(Meeker i wsp., 1994). DoSwiadczenia prowadzone za pomocg techniki hybrydyzacji
kwasow nukleinowych oraz hybrydyzacji ,northern” wykazaly, iz wiecej
podjednostek receptoréw glutaminianergicznych znajduje sie w HPC w poréwnaniu
do podwzgo6rza, ale niektdre z nich (np. GluR5, podjednostka receptora KA) ulegaja
wiekszej ekspresji w podwzgoérzu (van den Pol i wsp., 1994). W innych
eksperymentach udowodniono, iZ w obszarze tylnego podwzgdrza, a doktadniej
w jadrze nadsuteczkowatym, znajduja sie wszystkie oznaczane podjednostki
receptorow KA, NMDA i AMPA, jednakze w najwiekszej liczbie i gestosci typ KA2

(Eyigoriwsp., 2001).

Podtoze cholinergiczne rytmu theta generowanego lokalnie w obszarze tylnego
podwzgdbrza zostato eksperymentalnie potwierdzone (Bocian i wsp., 2016b; Caban

i wsp., 2018; Kowalczyk i wsp., 2014). Badania prowadzone zaréwno na modelu
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znieczulonych uretanem szczuréw, jak i w odnerwionych preparatach PHa in vitro
wykazaty, iz sieci neuronalne PHa po pobudzeniu karbacholem zdolne byty
do generowania rytmu theta niezaleznego od hipokampalnej aktywnoSci theta,
ktéry hamowany byt przez podanie siarczanu atropiny (Kowalczyk i wsp., 2014).
W pézniejszych doSwiadczeniach analizowano tez wzorce aktywno$ci pojedynczych
komorek obszaru tylnego podwzgorza po aktywacji cholinergicznej i udowodniono
obecno$¢ kilku typéw neurondéw, Kktérych aktywno$¢ byta skorelowana
z generowanym lokalnie rytmem theta w tej strukturze: komorek theta-on, theta-
off, komoérek bramkujgcych oraz komoérek chronometrycznych (Bocian i wsp.,,

2016b).

Przedstawione powyzej dane wskazujg, iz aktywacja uktadu cholinergicznego
w obrebie PHa prowadzi do powstawania rytmu theta oraz towarzyszacej mu
aktywno$ci neuronalnej. Nie ma jednak zadnych danych literaturowych,
wskazujacych na wudziat w tych procesach ukitadu glutaminianergicznego.
PrzekaZnictwo  glutaminianergiczne zaangaZowane jest w  wiekszos¢
homeostatycznych i autonomicznych funkcji podwzgérzowych takich jak:
metabolizm (Royo i wsp., 2022), odpowiedz stresowa organizmu (Bartanusz i wsp.,
1995; Kuzmiski i wsp., 2010), regulacja ci$nienia krwi (Busnardo i wsp., 2012; Royo
iwsp., 2022), czy generowanie rytmow okotodobowych (Meijer i wsp., 1993; Michel
i wsp., 2002; Mizoro i wsp., 2010). Ze wzgledu na udzial aktywacji receptorow
glutaminianergicznych w tak istotnych funkcjach realizowanych na poziomie
podwzgébrza, ich udowodniong obecno$¢ w tylnym obszarze tej struktury oraz brak

danych literaturowych w =zakresie potencjalnego glutaminianergicznego tta
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lokalnego rytmu w PHa, rozpoczeto badania, ktérych wyniki opisane zostaty

w obecnej rozprawie doktorskiej.

W opisywanych doswiadczeniach, po raz pierwszy eksperymentalnie wykazano,
ze perfuzja odnerwionych preparatow PHa roztworami KA lub NMDA skutkuje
generowaniem epizodéow dobrze zsynchronizowanego rytmu theta zaréwno
w jadrze nadsuteczkowatym, jak i w jadrach tylnego podwzgoérza. Co ciekawe,
pobudzenie receptoréw AMPA nie powoduje genezy oscylacji. W kontekscie
podstawowych parametréw rejestrowanych w PHa aktywno$ci, rytm obserwowany
po podaniu roztworu NMDA charakteryzowatl sie istotnie wyzsza amplitudg oraz
mocg w poréwnaniu do rytmu wywotanego perfuzjg preparatow roztworem KA,
nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz prawdopodobienstwo wywotania lokalnego
rytmu theta w PHa byto ponad dwukrotnie wyzsze w przypadku perfuzji skrawkow
roztworem kwasu kainowego. Ta ogromna rdznica (34% vs. 87%) wynikata
prawdopodobnie z tego, iZ w obszarze tylnego podwzgorza u szczuréw to witasnie
receptory KA stanowig najliczniejsza populacje receptoréw glutaminianergicznych
(Eyigor i wsp., 2001). Wyniki omawianych doSwiadczen dotyczacych obecnoSci
neurondw zwigzanych z lokalnym rytmem theta (komorek theta-on fazowych)
aktywowanych poprzez pobudzenie receptoréw KA i NMDA pozwalajq dodatkowo
wyjasni¢ obserwowang roéznice. Wyniki te zostang omoéwione w Kkolejnych
podrozdziatach pracy. Nie jest jednak znany mechanizm wyjasniajacy wyzsze
parametry rytmu obserwowanego po perfuzji skrawkéw PHa roztworem NMDA,

mimo znacznie nizszego prawdopodobienstwa wywotania aktywnos$ci oscylacyjne;j.

Kolejna istotng obserwacjg poczyniong podczas obecnych badan byt fakt, iz perfuzja

preparatow PHa roztworem AMPA jest catkowicie nieefektywna w wywotywaniu
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lokalnych oscylacji w pa$mie theta. Jak wspominano wcze$niej, receptory te sa
obecne w neuronach obszaru tylnego podwzgorza (Eyigor i wsp., 2001), jednak ich
pobudzenie w omawianych doswiadczeniach nie powodowato widocznych zmian
w rejestrowanym zapisie EEG. Co ciekawe, badania zwigzane z wywotywaniem
aktywnosci oscylacyjnej w wyniku zastosowania stymulacji glutaminianergicznej
w formacji hipokampa przyniosty podobne wyniki (Bonansco i wsp., 2002). Podanie
roztworu NMDA do odnerwionych preparatow hipokampalnych skutkowato
generowaniem rytmicznych oscylacji w pasmie theta, jednak zastosowanie AMPA,
podobnie jak w obecnych badaniach prowadzonych na skrawkach PHa, byto
catkowicie nieskuteczne w generowaniu rytmu (Bonansco i wsp., 2002). Moze to
wskazywa¢ na bardziej ogo6lny brak zaangazowania tego typu receptoréw
glutaminianergicznych w geneze zjawisk oscylacyjnych rejestrowanych w sieciach

neuronalnych OUN.

Obecne badania pokazuja, iz lokalna aktywno$¢ oscylacyjna w pas$mie theta
o podtozu glutaminianergicznym (niezaleznie od tego, czy po aktywacji kainowej,
czy NMDA) w PHa ma niewielkg amplitude w poréwnaniu do amplitudy rytmu theta
obserwowanego w HPC, ktérej wartos$ci mogg siegac kilku tysiecy uV (Bland, 1986;
Kowalczyk i wsp., 2013a). Najprawdopodobniej nie wynika to z odmiennego
podioza neurochemicznego rytmu rejestrowanego w obecnych badaniach,
gdyz tylnopodwzgérzowy rytm theta wywotany pobudzeniem cholinergicznym
charakteryzowal sie poréwnywalnie niskimi parametrami amplitudy oraz mocy
dominujacego pasma czestotliwosci (Kowalczyk i wsp., 2014). Jednym z wyjasnien
moze byc¢ to, iz obszar tylnego podwzgoérza, w przeciwienistwie do formacji

hipokampa, nie ma budowy warstwowe;j. Struktura laminarna, tak jak w przypadku
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HPC, gdzie wystepuja warstwy blisko lezacych obok siebie neurondéw, sprzyja
synchronizacji aktywnosci tych neurondw, a w nastepstwie, generowaniu wzorcow
o charakterze oscylacyjnym o stosunkowo wysokiej amplitudzie (O’Keefe, 2007).
Kolejnym faktem, ktéry prawdopodobnie przyczynia sie do takiego efektu jest to,
izw HPC znajduje sie wiecej komorek theta-on fazowych, w poré6wnaniu do obszaru
tylnego podwzgérza (Bocian i wsp., 2016b). Neurony zaangazowane w generowanie
rytmu theta w PHa s3 rozmieszczone w tej strukturze w spos6b znacznie mniej
uporzadkowany niz ma to miejsce w formacji hipokampa, przez co trudniejsza jest
synchronizacja aktywno$ci tych komorek, a jeSli juz do niej dochodzi,
to rejestrowane sygnaty polowe maja mniejszg amplitude, gdyz w ich powstawanie
zaangazowana jest mniejsza liczba neuronéw. Zdaniem autorki obydwie
interpretacje rownolegle moga wyjasnia¢ i przyczynia¢ sie do demonstrowanej

charakterystyki rytmu w obszarze tylnego podwzgdrza.

Warto zauwazy¢, iz we wcze$niejszych badaniach prowadzonych na szczurach
swobodnie poruszajacych sie dowiedziono, iZ podanie glutaminianu do obszaru
tylnego podwzgorza moze wplywac zard6wno na dtugos¢, jak i przebieg czasowy
indukowanych napadéw padaczkowych (Arzhangiwsp., 2017). Co ciekawe, istnieja
badania wskazujace, iz aktywno$¢ oscylacyjna w pasmie theta, wywotana
pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych, moze wptywa¢ hamujaco
na generowanie aktywnosci epileptycznej w HPC (Arabadzisz i wsp., 2005;
Chauviere i wsp., 2009; Colom i wsp., 2006; Dugladze i wsp., 2007; Shuman i wsp.,
2017). Zdolno$¢ do generowania rytmu theta w HPC zostata okreslona jako jeden
z czynnikéw zapobiegajacych epileptogenezie i ogo6lnej aktywno$ci napadowej

(Nanobashvili i wsp., 2020). W obecnych badaniach wykazano, iz obszar tylnego
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podwzgdrza, $cisle potaczony z formacja hipokampa i wptywajacy na jej
rytmogeneze, jest zdolny do generowania aktywnoSci rytmicznej theta o podiozu
glutaminianergicznym. Biorgc pod uwage przedstawione powyzej dane, mozna
rozwaza¢ prawdopodobne przeciwnapadowe funkcje jader zlokalizowanych

w tylnym podwzgo6rzu, jednak wymaga to dalszych badan.

Generowanie rytmu theta w strukturach OUN jest nierozerwalnie zwigzane
z obecno$cig neuronéw theta-zaleznych (Bland i Colom, 1993). Szczeg6lnie istotng
w tym kontekScie grupa s3 neurony theta-on fazowe, charakteryzujace sie
spontanicznymi wahaniami potencjalu btonowego (ang. membrane potential
oscillations; MPOs), ktére wydaja sie by¢ konieczne do pojawienia sie rytmu theta
w danej strukturze uktadu nerwowego. Bland i wsp. postulowali, iz amplituda rytmu
theta generowanego lokalnie jest SciSle zalezna wtasnie od liczby komérek theta-on
fazowych generujacych wahania potencjatu btonowego w danym czasie (Bland
i wsp, 2002). Jak dowodza wcze$niejsze badania, neurony theta-zalezne
zlokalizowane sg w strukturach wszystkich pieter wstepujacego uktadu
synchronizujgcego (Bland i wsp., 1999; Colom i wsp., 1988; Dickson i wsp., 1994;
Hanada i wsp., 1999; Konopacki i wsp., 2006), wtaczajac w to obszar tylnego
podwzgérza (Bland i wsp., 1995; Kirk i wsp., 1996; Kocsis i Vertes, 1997, 1994).
Nalezy pamietaé, iz kluczowym wspolnym elementem wymienionych badan byta
korelacja wzorcéw wytadowan tych komorek z rytmem theta rejestrowanym
réwnoczes$nie w formacji hipokampa. Neurony zwigzane z hipokampalnym rytmem

theta, zlokalizowane na nizszych pietrach wstepujacego uktadu synchronizujacego
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moga petni¢ rézne funkcje: aktywnos$¢ komorek theta-on fazowych powigzano
z generowaniem rytmu w HPC, aktywno$¢ komorek theta-off z przejsciem
z okres6w oscylacji do desynchronizacji, z kolei aktywno$¢ komorek bramkujacych
zostata powigzana z ,wlgczaniem” i ,wylaczaniem” epizodéw rytmu theta.
Co istotne, w ciggu ostatnich kilku lat do$wiadczalnie udowodniono, iz obszar
tylnego podwzgorza jest nie tylko modulatorem hipokampalnego rytmu theta,
ale tez niezaleznym generatorem lokalnego rytmu w tym pasmie czestotliwosci

(Bocian i wsp., 2016b; Kowalczyk i wsp., 2014).

Po raz pierwszy badanie aktywnosci pojedynczych neuronéw PHa powigzanych
z rytmem theta o podtozu cholinergicznym w obszarze tylnego podwzgorza zostato
przeprowadzone na poczatku XXI w. W badaniach tych wykazano, iz u szczuréw
anestetyzowanych uretanem, spos$réd wszystkich neuronéw obecnych w PHa,
najwiecej byto komdrek tonicznych theta-on i theta-off. Zarejestrowano tez
pojedyncze komorki chronometryczne oraz neurony bramkujace (Bocian i wsp.,
2016b). W tej samej pracy opisane zostaty rowniez dane uzyskane w preparatach
PHa in vitro. W odnerwionych preparatach tylnego podwzgo6rza przewazajaca grupe
aktywowanych cholinergicznie neuronéw stanowity neurony chronometryczne,
a drugim najliczniejszym rodzajem byly komérki theta-on fazowe (26,5%
wszystkich zaobserwowanych komorek). Zarejestrowano tez kilka neuronéw
tonicznych theta-on i theta-off, ale stanowily one zdecydowanie najmniej
powszechng klase. Warto tez doda¢, ze oprocz neuronow theta-zaleznych oraz
neurondw chronometrycznych, zarejestrowano tez aktywno$¢ komorek
niezwigzanych z lokalnym rytmem theta w PHa i w badaniach in vivo stanowity one

ok. 67%, a w badaniach in vitro ok. 35% catej populacji (Bocian i wsp., 2016b).
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W badaniach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
dowiedziono, Ze rytm theta moze by¢ generowany w PHa nie tylko w wyniku
aktywacji  cholinergicznej, ale réwniez po pobudzeniu receptorow
glutaminianergicznych (perfuzja preparatéw roztworem KA lub NMDA). W zwigzku
Z powyzszym, powstalo pytanie, czy podobnie jak w przypadku
tylnopodwzgoérzowego rytmu theta o podtozu cholinergicznym, aktywno$ci
rytmicznej wywotanej w PHa pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych
towarzysza rowniez wytadowania specyficznej grupy neuronéw powigzanych

z lokalnym rytmem theta.

Wyniki zaprezentowane w niniejszym opracowaniu pokazuja, ze gtbwna podgrupa
zarejestrowanych komoérek s3 neurony niezwigzane z lokalnym rytmem theta.
W 95 preparatach perfundowanych roztworem kwasu kainowego zarejestrowano
28 neuronéw, w tym 17 neurondéw niezaleznych od rytmu theta, a w 135
preparatach perfundowanych roztworem NMDA zarejestrowano 36 neuronéw,
w tym 26 neurondéw NR. Neurony niezalezne od rytmu theta stanowity odpowiednio
60% ogolnej liczby w preparatach perfundowanych KA i 72% w preparatach
perfundowanych NMDA. Najprawdopodobniej komorki te nie s3 czeSciag
neuronalnych obwodéw PHa zaangazowanych w geneze lokalnego rytmu theta,
ale moga uczestniczy¢ w innych funkcjach sprawowanych przez obszar tylnego
podwzgdrza jako element wstepujacego uktadu synchronizujgcego. Jadra
wchodzace w sktad obszaru tylnego podwzgérza wysytaja projekcje nie tylko
bezposrednio do HPC, ale tez np. do wzgdrza, obszaru przysrodkowej przegrody,
czy kory srodwechowej, czyli do struktur, ktére jednocze$nie unerwiaja formacje

hipokampa (Kocsis i Vertes, 1994; Vertes, 1992; Vertes i wsp., 1995). Zatem
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mozliwym  wytlumaczeniem  funkcji, przynajmniej czeSci  komorek
zaklasyfikowanych w obecnych badaniach jako ,niezwigzane z rytmem”, moze by¢
przekazywanie impulsacji do ww. struktur i, by¢ moze, posrednie modulowanie
hipokampalnego rytmu theta poprzez aktywacje wyzszych pieter wstepujgcego

uktadu synchronizujgcego.

Kolejng liczng grupa komdrek zarejestrowanych w obecnych badaniach
po aktywacji glutaminianergicznej preparatow PHa byly neurony
chronometryczne. Komdrki te charakteryzowaty sie bardzo regularnym, statym
w czasie wzorcem wyltadowan o niezmiennej czestotliwosci od 3 do 6 Hz.
W doswiadczeniach z perfuzjg skrawkéw roztworem kwasu kainowego stanowity
one 28,6%, a w eksperymentach z NMDA 27,8%, co stanowi bardzo zblizony
odsetek. Funkcja tych neuron6éw nie jest w peini jasna, jednak na podstawie badan
nad rytmogeneza theta w HPC oraz rola obszaru tylnego podwzgorza
w generowaniu hipokampalnego rymu theta (Bland i Oddie, 1998; Bocian i wsp.,
2016b; Caban i wsp. 2018; Kowalczyk i wsp., 2014; Pignatelli i wsp., 2012;
Szymanska i Kowalczyk, 2021) mozna przypuszczac, iz w obrebie jagder obszaru
tylnego podwzgdrza obecne sg dwie podgrupy neuronow, ktéorych aktywnos¢
powigzana jest z rytmem generowanym lokalnie na réznych pietrach wstepujacego
uktadu synchronizujacego. Pierwsza pula neuronéw obszaru tylnego podwzgorza
moze by¢ zaangazowana w powstawanie i modulowanie hipokampalnych oscylacji
theta, a kolejna populacja komérek moze by¢ powigzana z geneza lokalnego rytmu
theta. Pierwsza grupa, do ktérej prawdopodobnie nalezg neurony
chronometryczne, jest czeScig wstepujacego uktadu synchronizujacego aktywnos¢

formacji hipokampa i ich potencjalng funkcja moze by¢ przeksztatcanie tonicznej
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impulsacji biegnacej z najnizszych pieter uktadu na rytmiczny wzorzec wytadowan
sprzyjajacy rytmogenezie theta w formacji hipokampa (Bocian i wsp., 2016b).
W  opisanych doswiadczeniach role tonicznego pobudzenia oddziatujgcego
na odnerwione preparaty PHa pelnita perfuzja skrawkéw roztworami agonistow
receptoréw glutaminianergicznych. Te teze wydaja sie popiera¢ wczeSniejsze
badania nad podobng populacja neuron6w obecng w innej strukturze wstepujacego
systemu synchronizujacego - w obszarze przysrodkowej przegrody (Vinogradova
i wsp., 1980). Komorki obecne w MS nazwano jednostkami rozruszniko-podobnymi
(ang. pacemaker-like units) i odznaczaty sie rownomiernym, rytmicznym wzorcem
wytadowan, podobnym do wzorca aktywno$ci neuronéw chronometrycznych.
Wszystkie komérki chronometryczne zarejestrowane w badaniach do niniejszej
pracy doktorskiej réwniez charakteryzowaty sie bardzo regularnym wzorcem
wytadowan oraz jednoczesnym brakiem korelacji z  lokalnym
tylnopodwzgérzowym rytmem theta, czy nawet z jego obecnoscig. To pozwala
postawic teze, ze neurony te moga by¢ powigzane z hipokampalnym rytmem theta,
szczegllnie, ze czestotliwo$¢ ich wytadowan pokrywa sie z czestotliwoscia
hipokampalnego rytmu theta typu II (Bocian i wsp., 2016b; Kramis i wsp., 1975).
Ponadto, w obecnych badaniach po raz pierwszy zarejestrowano aktywnos¢
neurondéw chronometrycznych w PHa bedaca wynikiem pobudzenia receptoréw
glutaminianergicznych, co moze wskazywa¢ na udziat tego wuktadu
neuroprzekaznikowego w genezie i modulacji rytmu theta nie tylko na poziomie

HPC (Huxter i wsp., 2007), ale réwnieZ na poziomie tylnego podwzgérza.

Sposrod wszystkich 64 neuronéw zarejestrowanych w obszarze tylnego

podwzgdrza, ktorych aktywno$¢ wywotana byta perfuzjg preparatow roztworem
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kwasu kainowego, jedynie trzy komorki zaklasyfikowano jako neurony theta-on.
Wszystkie trzy nalezaly do grupy neuronéw fazowych. Co ciekawe, w preparatach
PHa perfundowanych roztworem NMDA nie zarejestrowano aktywnosci Zadnego
neuronu theta-on. Petne wyjas$nienie tego faktu jest trudne, ale prawdopodobnie
moze by¢ to zwigzane z mniejszym zageszczeniem receptorow NMDA w tylnym
podwzgdrzu w poréwnaniu do receptoréw KA (Eyigor i wsp., 2001). Ponadto, brak
neuronéw theta-on moze wyjasnia¢, dlaczego w obecnych badaniach znacznie
trudniej bylto zarejestrowac¢ lokalny rytm theta w tej strukturze po perfuzji

skrawkdéw PHa roztworem NMDA.

Podczas doswiadczen prowadzonych do tej pracy nie zarejestrowano réwniez
aktywnosci zadnych neuronéw theta-off. Podobnie w Zadnej z wcze$niejszych analiz
aktywnos$ci neuronéw zwigzanych z rytmem theta prowadzonych w warunkach
in vitro, niezaleznie, czy dotyczyty HPC (Konopacki i wsp., 2006), czy PHa (Bocian
i wsp., 2016b; Caban i wsp., 2018), nie zarejestrowano tego typu neuronéw. Moze
to wskazywa¢ na fakt, iz takie komorki znacznie tatwiej jest zaobserwowac
w nienaruszonym moézgowiu, natomiast ich aktywnos$¢ jest najprawdopodobniej
nieobecna w  odnerwionych preparatach mozgowych. Co ciekawe,
we wczeSniejszych badaniach wykazano, iZ w odnerwionych preparatach
mozgowych in vitro obserwowany jest nizszy poziom inhibicji, w poréwnaniu
do badan prowadzonych na modelach dos$wiadczalnych in vivo, co wynika
ze zmniejszonej liczby aktywnych interneuron6w hamujacych (Colom i wsp., 1991;
Klueva i wsp., 2008; Vutskits i wsp., 2006). Moze wyjasnia¢ to, dlaczego podczas
badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy nie zarejestrowano neuronéw

theta-off, ktére towarzysza zdesynchronizowanym epizodom LIA.

91



Podsumowujac, badania przeprowadzone podczas realizacji drugiego celu
niniejszej pracy potwierdzity, iz klasyfikacja neuronéw zaleznych od rytmu theta
wprowadzona przez Coloma i Blanda (1987), a potem rozszerzana przez kolejne
grupy badawcze (Bland i wsp., 1995; Bocian i wsp., 2016b; Konopacki i wsp., 2006)
réwniez ma swoje zastosowanie w przypadku klasyfikowania neuronéw obszaru
tylnego podwzgorza, wzbudzonych aktywacja receptorow glutaminianergicznych
w warunkach pozaustrojowych. W poréwnaniu do neuronéw obserwowanych
w formacji hipokampa po aktywacji cholinergicznej w warunkach in vitro
(Konopacki i wsp., 2006), rozktad neuroné6w w PHa w obecnych badaniach jest
odmienny. W HPC neurony zalezne od rytmu theta stanowity sumarycznie ponad
85% wszystkich zarejestrowanych komorek, z czego neurony theta-on fazowe
stanowity az 68,2%. Z kolei w doswiadczeniach omawianych w niniejszej pracy
doktorskiej neurony theta-on fazowe stanowity jedynie niespetna 11%. Potwierdza
to teze, iz wieksza liczba i gesto$¢ neuronéw theta-on fazowych powigzana jest
ze znacznie wiekszym prawdopodobienstwem rejestracji rytmu theta w danej
strukturze oraz z wyzszymi jego parametrami (Bland i wsp., 2002; Bocian i wsp,,

2016b; Kowalczyk i wsp., 2014).

Warto zwrdéci¢ uwage na fakt, iz analiza aktywnosci pojedynczych neuroné6w PHa
w powigzaniu z lokalnym rytmem theta byla prowadzona we wcze$niejszych
pracach, jednakze dotyczyty one aktywnoSci oscylacyjnej i neuronalnej wywotanej
draznieniem cholinergicznym (Bocian i wsp., 2016b). W badaniach tych wykazano,
iZ neurony theta-zalezne po perfuzji preparatow PHa roztworem CCH stanowity
21% wszystkich zarejestrowanych neuronéw, w tym neurony theta-on fazowe 17%,

co wynosi wcigz sporo wiecej niz 11% w przypadku aktywacji receptorow
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glutaminianergicznych. Z kolei odnosnie do komorek chronometrycznych,
po podaniu karbacholu stanowity one 43% zarejestrowanych neuronéw,
a po podaniu agonistéw glutaminianergicznych w niniejszych badaniach stanowity
one jedynie 28%. Aktualnie uzyskane wyniki pokazuja znacznie mniejsze
prawdopodobienstwo zarejestrowania aktywnos$ci neuronéw PHa powigzanych
z rytmem theta lub komdrek chronometrycznych aktywowanych pobudzeniem
uktadu glutaminianergicznego. Wskazuje to na wiekszy wudzial transmisji
cholinergicznej (w poréwnaniu z glutaminianergiczng) w powstawaniu lokalnych
oscylacji theta w obwodach neuronalnych jader tylnego podwzgérza i jadra

nadsuteczkowatego.

Zwazywszy na fakt, iz rytm theta w obszarze tylnego podwzgorza zostat odkryty
niedawno, wiekszos$¢ jego potencjalnych funkcji i powigzan fizjologicznych nie
zostata jeszcze zbadana. Kilka lat temu wykazano doswiadczalnie, iz pobudzenie
receptoréw kortykosteroidowych moze wplywa¢é na geneze rytmu theta
wywotanego aktywacja cholinergiczng w PHa (Bocian i wsp., 2016a). W zwigzku
z tym faktem, w ostatnim cyklu badawczym, przeprowadzonym w ramach
niniejszego opracowania, badano wplyw aktywacji lokalnych receptoréow
kortykosteroidowych na indukowany glutaminianergicznie rytm theta w obszarze

tylnego podwzgoérza w warunkach pozaustrojowych.

Kortykosteroidy sg istotng grupg hormonéw steroidowych, a ich synteza u ssakow

ma miejsce w korze nadnerczy. Kontroluja one metabolizm substratow
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energetycznych organizmu - biatek, weglowodandw, ttuszczéw i mozna je podzieli¢
na dwie klasy: mineralokortykosteroidy i glukokortykosteroidy (Eberwine, 1999;
Oakley i Cidlowski, 2013). Mineralokortykosteroidem wystepujacym fizjologicznie
jest aldosteron, ktéry odpowiada gléwnie za réwnowage wodno-elektrolitowa
poprzez kontrole komérkowego transportu jonowego w nerkach. Z kolei gtdwnym
przedstawicielem fizjologicznym glukokortykosteroidéw u ssakéw jest kortyzol,
lecz w przypadku gryzoni jest to kortykosteron. Ws$Sréd receptoréw
kortykosteroidowych wyréznia sie dwa podstawowe typy - receptory
glukokortykosteroidowe (GR) oraz mineralokortykosteroidowe (MR). Receptory
glukokortykosteroidowe obecne sg w wiekszosci obszar6w OUN (w szczeg6lnosci
w jadrze przykomorowym; ang. paraventricular nucleus; PVN), podczas gdy
receptory mineralokortykosteroidowe zlokalizowane s3 gléwnie w Kkorze
przedczotowej, formacji hipokampa i ciatach migdatowatych (Koning i wsp., 2019).
Warto zwrdéci¢ uwage na to, ze struktury te zaangazowane sg w mechanizmy
zarzadzajgce procesami pamieciowymi, emocjonalnymi i uczenia sie (Eckersdorf

i wsp., 1996; Hasselmo i wsp., 2002; Nishida i wsp., 2009; Winson, 1978).

Receptory btonowe GR i MR zaangazowane sg w wiele funkcji dotyczacych
odpowiedzi stresowej przy aktywacji osi podwzgorze-przysadka-nadnercza
(ang. hypothalamic-pituitary-adrenal axis; HPA; Koning i wsp., 2019; Prager i wsp.,
2010). Przyktadami takich czynnos$ci s3: kontrola nastroju, leku i reaktywnoSci
behawioralno-poznawczej, ktore petnig kluczowa role w adaptacji do nagtego badz
chronicznego stresu. Warto wspomnie¢, iz obie Kklasy receptoréow
kortykosteroidowych moga czasem petni¢ przeciwstawne role, jak przyktadowo

w polu CA1 formacji hipokampa, w ktérym aktywacja MR prowadzi do pobudzenia
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neurondéw piramidowych, a aktywacja GR wywotuje ich hamowanie (Joéls, 2006).
Jednakze zazwyczaj receptory te oddziatuja komplementarnie: MR aktywowane s3
podczas pierwszych faz ostrego stresu, biorac udziat w szacowaniu zagrozenia
i odzyskiwaniu pamieci, z kolei GR, aktywowane pdzZniej, wspieraja funkcje
adaptacyjne, regeneracyjne oraz konsolidacje pamieci (de Kloet, 1995; de Kloet
i wsp.,, 2005; Koning i wsp., 2019). Wspoétdziatajac, sa silnie zaangazowane
w kaskade zmian na tle metabolicznym, immunologicznym i emocjonalnym,
powigzanych z odpowiedzig stresowag (Murphy i wsp., 1998), a zakres czasowy
takiej odpowiedzi waha sie miedzy godzinami a tygodniami, czy nawet latami
(Meijer i wsp., 2019). Gdy doswiadczamy bodZcoéw stresowych, komdrki PVN
w  podwzgérzu wydzielajg hormon uwalniajgcy hormon kortykotropowy
(ang. corticotropin-releasing hormone; CRH), CRH z kolei oddziatuje na przedni ptat
przysadki, dzieki czemu uwalniana jest tam do krwiobiegu adrenokortykotropina
(ang. adrenocorticotropic hormone; ACTH). Nastepnie ACTH transportowana jest
do kory nadnerczy, gdzie przyczynia sie do uwalniania kortykosteronu (u gryzoni)
lub kortyzolu (u ludzi). Kortyzol (lub kortykosteron) wywotuje w organizmie szereg
zmian ulatwiajgcych organizmowi adaptacje do stresu lub walke z nim. Gdy poziom
kortyzolu we krwi jest odpowiednio wysoki, aktywacja ujemnej petli zwrotnej,
dzieki aktywacji osrodkéw w podwzg6rzu i HPC, umozliwia wyciszenie odpowiedzi
stresowej (de Kloet, 1995; de Kloet i wsp., 2005; Murphy i wsp., 1998; Sapolsky
i wsp., 2000). Z kolei zbyt wysoki poziom kortykosteroidéw, wystepujacy
w przypadku chronicznych zaburzen dziatania osi HPA, moze prowadzi¢
do powstawania takich procesé6w chorobowych jak psychoza, depresja
czy zaburzenia snu (Lépez i wsp., 1998; Wang i wsp., 2015; Wolkowitz i wsp., 1997).

Z powyzszego powodu nalezy zawsze bra¢ pod uwage potencjalne problemy
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neuropsychiatryczne przy planowanej kuracji kortykosteroidami (Wolkowitz
i wsp., 1997), ktora czesto stosowana jest przy leczeniu choréb zapalnych,
autoimmunologicznych czy przy nowotworach hematologicznych (Oakley

i Cidlowski, 2013).

Jak wspomniano powyzej, wcze$niejsze badania wskazuja na mozliwos¢
modulowania aktywnosci oscylacyjnej obecnej w PHa przez aktywacje receptorow
kortykosteroidowych. Modulacja rytmu theta o podtozu cholinergicznym poprzez
aktywacje receptoréw kortykosteroidowych (Bocian i wsp.,, 2016a) moze
wskazywac na potencjalne funkcje tego wzorca EEG generowanego lokalnie w PHa.
Biorgc pod uwage przedstawione powyzej dane, przeprowadzono badania
do ostatniego cyklu doswiadczalnego. Celem tego cyklu bylo okreslenie wptywu
pobudzenia receptoréw Kkortykosteroidowych na lokalny rytm theta wywotany
pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych w preparatach PHa. Podczas
eksperymentéw wykonanych do ostatniej cze$ci niniejszego opracowania,
wykorzystano skrawki obszaru tylnego podwzgoérza poddawane perfuzji
roztworem kwasu kainowego. KA wybrano, zwazywszy na znacznie wyZzZszy
(w poréwnaniu do NMDA) procent prawdopodobienstwa wywotania rytmu
w preparatach. Po skutecznym doprowadzeniu do generowania lokalnego rytmu
theta, skrawki perfundowano roztworem zawierajagcym kwas kainowy oraz
kortykosteron. Wykazano, iz zar6wno amplituda, jak i moc rytmu theta
generowanego w PHa, po  jednoczesnej aktywacji receptorow
glutaminianergicznych i  kortykosteroidowych, byty istotnie wyzZsze.
Juz wcze$niejsze badania wskazywaly na to, zZe modulujacy wptyw

kortykosteroidow na tylnopodwzgorzowy, cholinergiczny rytm theta, moze by¢
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zwigzany z aktywacja receptoréw mineralokortykosteroidowych (Bocian i wsp.,
2016a). W zwigzku z powyzszym, w obecnej pracy, po zaobserwowaniu
wzmacniajgcego efektu kortykosteronu na wywotany glutaminianergicznie rytm
theta w preparatach PHa zastosowano antagoniste MR - spironolakton. Wykazano,
iz zar6wno amplituda, jak i moc rytmu obserwowanego po podaniu mieszaniny
zawierajacej SPL byty istotnie niZsze niz w przypadku perfuzji preparatow
roztworem zawierajagcym KA i CORT, co wiecej, parametry rejestrowanego rytmu
theta powracaty do pozioméw zblizonych do tych, obserwowanych
po zastosowaniu kwasu kainowego. Uzyskane dane wskazujg, Ze rytmiczna
aktywno$¢ oscylacyjna theta rejestrowana w obszarze tylnego podwzgdérza
w wyniku pobudzenia glutaminianergicznego moze by¢ pozytywnie modulowana
po aktywacji receptoréw mineralokortykosteroidowych. Co ciekawe, wzmacniajacy
wptyw aktywacji MR na czynno$¢ formacji hipokampa, gtéwnej struktury OUN
zwigzanej z generowaniem oscylacji theta =zostal wykazany rowniez
we wcze$niejszych badaniach. Do$wiadczalnie zaobserwowano znaczny wzrost
intensywnosci hipokampalnego LTP po aktywacji receptorow
mineralokortykosteroidowych, z kolei pobudzenie receptoréw GR zmniejszato
plastycznos¢ w HPC (Pavlides i McEwen, 1999). Wyniki te zostaly poparte
w badaniach prowadzonych na swobodnie poruszajagcych sie myszach
ze zinaktywowanymi receptorami mineralokortykosteroidowymi
w przodomoézgowiu. Zaobserwowano spadek w zdolnoSci do wuczenia sie

oraz obnizong czynno$¢ w zakresie pamieci roboczej (Berger i wsp., 2006).

W Swietle wynikow badan nad udziatem receptoréw mineralokortykosteroidowych

w modulacji rytmu theta o podtozu glutaminianergicznym w obszarze tylnego
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podwzgdrza, istotnym aspektem wartym rozwazenia jest potencjalne znaczenie
fizjologiczne i funkcjonalne zaobserwowanego zjawiska. Wiele badan wykazato
silne powigzanie miedzy aktywacja receptoréw kortykosteroidowych a licznymi
czynno$ciami osSrodkowego uktadu nerwowego (Berger i wsp., 2006; de Kloetiwsp.,
2005; Pavlides i McEwen, 1999; Zhou i wsp., 2010). Receptory MR i GR s3g réwniez
zaangazowane w procesy zapamietywania na tle emocjonalnym, co zostato
przedstawione w doswiadczeniach z warunkowaniem strachu (Zhou i wsp., 2010).
W eksperymentach na szczurach po zabiegu usuniecia nadnerczy, a w konsekwencji,
przy znacznie obniZonej obecnosci kortykosteronu w osoczu krwi, komorki
zlarniste w zakrecie zebatym formacji hipokampa niemal catkowicie zanikaty juz
kilka miesiecy po operacji. Podawanie Kkortykosteronu w matym stezeniu
przeciwdziatato tej atrofii wtasnie poprzez aktywacje MR, a, w kontrascie, jego
wyzsze dawki (aktywujace GR) wptywaly na ten obszar destrukcyjnie (Sloviter
i wsp., 1989). Doswiadczalnie wykazano kluczowy efekt, jaki kortyzol u ludzi
(czy kortykosteron u gryzoni) wywiera na zaréwno metaboliczng,
jak i czynnoSciowg adaptacje do sytuacji stresogennych (de Kloet, 1995). Co wiecej,
cho¢ najistotniejsza rola kortykosteroidow w organizmie jest uczestnictwo
w odpowiedzi stresowej (de Kloet, 1995; de Kloet i wsp., 2005; Ferguson i Sapolsky,
2007; Murphy i wsp., 1998; Sapolsky i wsp., 2000), badania wykazaty réwniez,
ze receptory kortykosteroidowe MR i GR moga by¢ zaangazowane w podtoze takich
chordb jak zaburzenia afektywne i schizofrenia (Cherian i wsp., 2019; Streit i wsp.,
2016), PTSD (Zaba i wsp., 2015), choroba Alzheimera (Brureau i wsp., 2013),
czy zaburzenia snu (Wang i wsp., 2015). Mimo iz badania prowadzone w ramach
niniejszej pracy nie maja bezposredniego przelozenia na funkcje kognitywne

czy etiologie zaburzen OUN, to zaobserwowany modulujagcy wplyw pobudzenia
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receptorow mineralokortykosteroidowych na lokalny rytm theta obserwowany
w PHa moze wskazywa¢ na potencjalne zaangazowanie tego wzorca aktywnoSci
EEG generowanego w jadrach tylnego podwzgoérza w opisywanych zjawiskach.
Uzyskane wyniki moga stanowi¢ zatem poczatek kolejnych badan nad
fizjologicznym znaczeniem rytmu theta w obszarze tylnego podwzgoérza.
Zwazywszy na fakt, iZ powstawanie zaburzen psychotycznych i depresyjnych
zostato doswiadczalnie powigzane ze wzmozonym stresem i towarzyszaca
mu nadmierng aktywacja osi HPA (Cherian i wsp., 2019) oraz na to, Ze niniejsze
doswiadczenia wykazaty udziat receptoréw mineralokortykosteroidowych
w modulacji glutaminianergicznego rytmu theta w PHa, mozZzna wysunac teze,
iz powyzej opisana modulacja moze by¢ zaangazowana w mechanizm powstawania
stresu lub chroniczng odpowiedZ stresowg oraz potencjalnie w mechanizm

powstawania takich patofizjologii jak depresja czy zaburzenia psychotyczne.
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6. WNIOSKI
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Preparaty in vitro obszaru tylnego podwzgorza s zdolne do generowania
lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych

typu KA oraz NMDA.

Preparaty in vitro obszaru tylnego podwzgorza nie sa zdolne do generowania
lokalnego rytmu theta po pobudzeniu receptoréw glutaminianergicznych

AMPA.

. Wiekszo$¢ neuronéw wzbudzonych w PHa w wyniku aktywacji
glutaminianergicznej wykazuje wzorzec aktywnoSci niezwigzany z lokalnym

rytmem theta.

Liczna grupa neurondéw rejestrowanych w obszarze tylnego podwzgoérza
po pobudzeniu glutaminianergicznym zaklasyfikowana zostata jako neurony
chronometryczne - zaangazowane prawdopodobnie w generowanie

aktywnosci rytmicznej theta w formacji hipokampa.

Pobudzenie receptoréw mineralokortykosteroidowych w preparatach PHa
powoduje wzmocnienie podstawowych parametréw (amplituda, moc
dominujgcego pasma czestotliwosci) lokalnego rytmu theta o podtozu

glutaminianergicznym.
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